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1. Schrifttum 
1.1. Das maligne Melanom 
1.1.1. Einleitung 
 
«…thousands and thousands of coal black spots, of circular shapes and various sizes on 
the shining mucous, serous and fibrous membranes of the vital organs, the most 
dazzling sight ever beheld by a morbid anatomist. I shall never forget the pleasing thrill 
that came over me when I first beheld them. It would have puzzled the most powerful 
descriptive talent to have done full justice to such a novel and striking disease, 
displayed so beautifully in endless profusion everywhere. » 
 
Mit diesen Worten beschrieb William Norris nach einer Autopsie im Jahre 1857 
mitreißend und farbig ein in die Bauchhöhle metastasiertes malignes Melanom [Davis, 
1980]. Seine Faszination galt einer Erkrankung, die heute mehr Menschen denn je 
befällt. Das Melanom ist ein bösartiger Tumor, der im Rahmen einer malignen 
Entartung vom melanozytären Zellsystem ausgeht und sich überwiegend an der Haut 
manifestiert. Bereits bei vergleichsweise geringer Tumormasse besteht eine frühe 
Tendenz zur Metastasierung und somit eine ungünstige Prognose.  
 
1.1.2. Kleiner Geschichtsexkurs  
 
Knochen- und Hautmetastasen des malignen Melanoms konnten in neueren 
Untersuchungen bei 2400 Jahre alten peruanischen Inkamumien diagnostiziert werden, 
und schon Hippokrates erwähnte im 5. Jahrhundert vor Christus „schwarz gefärbte 
Geschwülste“ in seinen Schriften  [Urtega & Pack, 1966]. Dennoch fand der schwarze 
Hautkrebs erst in der Neuzeit mit dem Beginn der naturwissenschaftlichen Medizin als 
eigene Krankheitsentität Beachtung. 1806 erscheint von René Théophile Hyacinthe 
Laënnec die erste unveröffentlichte Beschreibung „Sur les mélanoses“, vom 
griechischen Wort für „schwarz“ abgeleitet. Er geht in seinem Buch « Traité de 
l’auscultation médiate et des  maladies des poumons et du cœur » [Laënnec, 1837], 
denn sein größter Verdienst ist die Erfindung des Stethoskops, ein weiteres Mal auf 
diese Krankheit ein (Übersetzung siehe Kapitel 8.3):  
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« Les mélanoses peuvent exister sous quatre formes différentes, savoir : 1° sous celle de 
masses renfermées dans des kystes ; 2° sous celle de masses non enkystées ; 3° sous 
celle de matière infiltrée dans le tissue d’un organe ; 4° sous celle de matière déposée à 
la surface d’un organe. […] Les mélanoses sont une des espèces de cancers les moins 
communs et il est extrêmement rare surtout d’en rencontrer dans le tissu pulmonaire. 
[…] Elles sont évidemment une production morbifique et très délétère ; car elles 
produisent tous les effets locaux et généraux des autres cancers, lorsqu’elles sont 
développées en certain nombre dans nos organes. »  
1833 handelt Carswell „die Melanose“ getrennt vom „Cancer“ ab und nennt erstmals 
den Begriff Melanom [Carswell, 1833]. Große Pionierarbeit auf dem Gebiet des 
Melanoms leistete in der ersten Hälfte des 19. Jahrhunderts der englische Landarzt 
William Norris. Er beschreibt schon vor mehr als 150 Jahren wichtige Grundsätze der 
Krankheit wie den Zusammenhang von Pigmentmal und Melanom, familiäre 
Häufungen,  amelanotische Formen, Tumoraussaat oder Entfernung im Gesunden 
[Davis, 1980]. Auch Virchow erkennt die Malignität des Melanoms, und für ihn ist die 
Frage der Melanogenese mit der der Nävusgenese verknüpft [Virchow, 1864]. Die nach 
Virchow ausschließlich hämatogene Metastasierung wird erst 1907 von Handley 
widerlegt, der die Ausbreitung von melanotischen Zellen in der Faszie und in den 
Lymphbahnen beschreibt [Handley, 1907]. Handleys Therapieempfehlungen umfassen 
eine ausgedehnte Resektion,  Lymphknotendissektion und Amputation falls nötig; sie 
sollten in ihrer Radikalität Grundlage der Melanomtherapie der nächsten 50 Jahre 
werden. Chirurgisch wird allerdings schon in der Mitte des 19. Jahrhunderts eine 
radikale Therapie propagiert. Paget forciert eine Exzision des Primärherdes, während 
später Pemberton eine radikale Entfernung des Primärtumors mit Einbeziehung der 
Muskelfaszie fordert [Paget, 1853; Pemperton, 1858]. Pringle zieht die „en-bloc-
dissection” als Therapie der Wahl vor, ist sich jedoch der Grenzen der Chirurgie 
bewusst: «Mere removal of the tumour, even if associated with excision of the nearest 
group of lymphatic glands, is uncertain and may prove to be futile, for infection of the 
lymph trunks may already have taken place, although there may be no actual evidence 
of it on clinical examination at the time. » [Pringle, 1908]. Bei allen genannten 
Chirurgen bleibt der große Erfolg jedoch aus. 
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1.1.3. Epidemiologie 
 
Die Inzidenz des kutanen Melanoms hat in den vergangenen Jahrzehnten weltweit in 
Industrieländern mit hellhäutiger Bevölkerung zugenommen. In der Bundesrepublik 
Deutschland stieg die Inzidenzrate von 3 Fällen pro 100.000 Einwohner pro Jahr 
Anfang der 70er Jahre auf etwa 12 Fälle pro 100.000 Einwohner pro Jahr um die 
Jahrtausendwende. Die Anzahl der jährlichen Neuerkrankungen in der BRD wird auf 
10.000 Fälle geschätzt [Garbe & Blum, 2001]. Inzidenz-Spitzenreiter weltweit bleibt 
Australien mit ca. 50 Fällen pro 100.000 Einwohner und Jahr [Globocan, 2002]. Der 
prozentuale Anteil der Melanomerkrankungen an allen malignen Tumoren entspricht 
nach Angaben des saarländischen Krebsregisters bei Männern 2% und bei Frauen 1,9%. 
Bei dunkelhäutigen Menschen ist das Melanom hingegen selten und fast ausschließlich 
im Schleimhautbereich oder palmoplantar (als akral-lentiginöses Melanom) lokalisiert 
[Hemmings et al., 2004]. Kinder und Jugendliche sind ebenfalls selten betroffen und die 
melanozytären Läsionen bei Kindern sind öfter atypisch und pathologisch schwer als 
bös - oder gutartig zu klassifizieren [Lange et al., 2007].  
 
1.1.4. Risikofaktoren 
 
Man unterscheidet zwischen anlagebedingten und verhaltensbedingten Risikofaktoren. 
Zu den anlagebedingten rechnet man eine hohe Nävus-Anzahl und Melanomvorstufen, 
sogenannte dysplastische Nävi. Bei 5 - 10% der Patienten findet sich eine positive 
Familienanamnese, selten mit monogen bedingten Erbgängen, häufig spielen polygene 
Erbfaktoren eine Rolle [Garbe et al., 1994; Greene, 1999]. Für die Entstehung maligner 
Melanome sind neben genetischen Faktoren Umwelteinflüsse bedeutsam, wobei die 
UV-Bestrahlung der wichtigste und am besten dokumentierte verhaltensbedingte  
Risikofaktor ist. UVA und UVB tragen zur Hautalterung und zur Entstehung von 
melanozytären und nicht melanozytären Hauttumoren bei; allerdings sind UVB 
Strahlen, die bis zur Basalzellschicht eindringen, in erster Linie für Sonnenbrände 
verantwortlich. Auswanderungsstudien an aus England stammenden Australiern 
belegen, dass diese genauso häufig an Hautkrebs erkrankten wie ihre weißen 
Landsleute, wenn sie vor dem 18. Lebensjahr eingewandert waren. Emigrierten sie im 
Erwachsenenalter, entsprach ihr Risiko dem der britischen Durchschnittsbevölkerung. 
Schrifttum  
 
4 
 
Dieses  legt den Schluss nahe, dass die Sonnenlichtdosis und die erlittenen 
Sonnenbrände in der Kindheit Einfluss auf  die Hautkrebsinzidenz haben [Giles et. al., 
1988]. In Australien besteht aufgrund geographischer Begebenheiten eine sehr hohe 
UV-Lichtexposition. Dies und die vornehmlich kaukasische Bevölkerung erklären die 
Inzidenz-Spitzenpostion von Australien.  
 
1.1.5. Klinik, Diagnose und Histologie  
 
Die Basis zum Erkennen von Pigmentläsionen der Haut ist die Untersuchung des 
gesamten Integumentes. Klassischerweise erfolgt eine Beurteilung nach der A-B-C-D 
Regel [Nachbar et al., 1994], der neuerdings von einigen Autoren ein E-Kriterium 
angefügt wird [Dummer & Beyeler, 2006]: 
A = Asymetrie 
B = Begrenzung (unregelmässig?) 
C = Colorit (inhomogen?) 
D = Durchmesser (>6mm) 
E = Evolution (morphologische Veränderungen?) oder Erhabenheit  
Zur differentialdiagnostischen Abklärung steht das Auflichtmikroskop (Dermatoskop) 
zur Verfügung. Neueste Entwicklungen sind zur Verlaufsbeobachtung die 
computergestützte digitale Dermatoskopie und zur Tumordicken- bzw. Infiltratmessung 
die hochauflösende Sonographie.  
Die klinische Verdachtsdiagnose bedarf jedoch immer der histologischen Bestätigung.  
Klinisch und histologisch lassen sich verschiedene Melanomtypen in der 
Wachstumsrichtung voneinander unterscheiden [Fritsch et al., 2003]:  
• Das superfiziell spreizende Melanom (SSM) weist ein primär horizontales 
Wachstumsmuster auf. 
• Das noduläre Melanom (NM) zeichnet sich durch eine vertikale Wachstumsrichtung 
aus, sowohl exophytisch wie endophytisch. 
• Das Lentigo-maligna-Melanom (LMM) entwickelt sich auf dem Boden einer Lentigo 
maligna, eines Melanoma in situ. 
• Das akral-lentiginöse Melanom (ALM) kommt an Handflächen, Fußsohlen und 
Phalangen vor. 
• Das nicht klassifizierbare Melanom (UCM). 
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Histologisch wird der Breslow Index (Eindringtiefe des Melanoms in mm) und das 
Clark Level (anatomische Invasionstiefe; Level I: Epidermis, L.II: oberes Stratum 
papillare, L.III: unteres Stratum papillare, L.IV: Stratum  retikulare, L.V: Subkutis) 
bestimmt; beides sind prognostische Indizes [Clark et al., 1969; Breslow, 1970]. 
 
1.1.6. Prognose und Staging 
 
Ca. 90% aller malignen Melanome werden derzeit ohne erkennbare Metastasierung 
diagnostiziert mit einer 10-Jahres Überlebensrate von 75-80%. Die wichtigsten 
prognostischen Faktoren im Nicht-Metastasen-Stadium sind Tumordicke nach Breslow, 
Ulzeration und Mikrometastasierung in die regionären Lymphknoten [Balch et al., 
2001].  
Die Metastasierung kann beim Melanom sowohl primär lymphogen als auch primär 
hämatogen erfolgen. Eine regionäre Metastasierung manifestiert sich durch Satelliten-, 
In-transit- oder regionäre Lymphknotenmetastasen mit sinkender 10-
Jahresüberlebenswahrscheinlichkeit von 30-50% für die beiden erstgenannten und 20 - 
40% für letztgenanntes. Bei einer Fernmetastasierung ist die Prognose infaust mit einer 
medianen Überlebenszeit von ca. 6 - 9 Monaten [Balch et al., 2001]. 
Nach klinischen und pathologischen Kriterien erfolgt eine Einteilung nach der TNM-
Klassifikation und eine Stadieneinteilung (0 - IV), die das letzte Mal 2002 vom 
American Joint Committee on Cancer (AJCC) evidenzbasiert überarbeitet wurde und 
international von der Union International Contre le Cancer (UICC) und der 
Weltgesundheitsorganisation anerkannt ist [Deutsche Dermatologische Gesellschaft, 
2005]. 
 
1.1.7. Therapie 
 
Die drei Säulen der modernen Krebstherapie, d.h. die Operation, die Chemotherapie und 
die Strahlentherapie, finden beim malignen Melanom Verwendung. 
Die Therapie der Wahl des histologisch gesicherten primären Melanoms ist im 
Allgemeinen die chirurgische Exzision mit Sicherheitsabstand. Bei klinisch und 
auflichtmikroskopisch unsicherer Diagnose sollte eine Exzision der Läsion im 
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Gesunden in Lokalanästhesie mit anschließender histologischer Beurteilung angestrebt 
werden. Bei einem positiven Befund schließt sich dann die endgültige operative 
Therapie an. Von der Deutschen Dermatologischen Gesellschaft wird bei in-situ 
Melanomen ein Sicherheitsabstand von 0,5cm, bei einer Eindringtiefe des Tumors bis 
2mm einer von 1cm und bei einer Eindringtiefe von über 2mm einer von 2cm 
empfohlen. Der Sicherheitsabstand kann dennoch aufgrund der Lokalisation (z. Bsp. im 
Kopf-/Halsbereich) nicht immer eingehalten werden. Neben der Primärläsion werden 
ebenfalls Haut-, Lymphknoten und Organmetastasen wenn möglich operativ versorgt. 
Ab einem Millimeter Tumordicke nach Breslow sollte eine 
Wächterlymphknotenbiopsie durchgeführt werden. Diese hat die elektive 
Lymphknotendissektion fast vollständig abgelöst und stellt nuklearmedizinisch selektiv 
den primär drainierenden Lymphknoten im Lymphabstromgebiet der Läsion, einen Ort 
für potentielle Mikrometastasen, dar [Morton et al., 1992]. Es handelt sich jedoch um 
eine reine Staging-Untersuchung und keine therapeutische Intervention. 
Die wichtigste derzeitige Entwicklung im Gesamtbereich der adjuvanten Therapie des 
malignen Melanoms, also einer Behandlung zum Zeitpunkt vollkommener klinischer 
Tumorfreiheit mit dem Ziel der Erhöhung der Chance vollständiger und bleibender 
Heilung, ist die Behandlung mit Interferon-α (IFN-α). Dies ist die erste Substanz, mit 
der in prospektiv-randomisierten Studien signifikante Prognosevorteile für die 
Behandelten im Vergleich zu Unbehandelten erreicht werden konnten. Die vorliegenden 
Daten, die Zulassung von Interferon-α2a und Interferon-α2b in der Indikation der 
adjuvanten Therapie des Melanoms sowie das Fehlen von Behandlungsalternativen mit 
gesichertem Wirksamkeitsnachweis machen IFN-α derzeit zur wichtigsten Substanz in 
der adjuvanten medikamentösen Therapie des Melanoms [Baron et al., 2003;  Wheatley 
et al., 2003]. Wegen des hohen Metastasierungsrisikos wird bei Primärtumoren mit 
einer Eindringtiefe über 1,5mm anschließend eine adjuvante Therapie empfohlen, die 
mit unterschiedlichen Interferon-Dosierungen durchgeführt wird:  das Niedrigdosis-
Schema, indiziert im Stadium II und III, und das Hochdosis-Schema, indiziert im 
Stadium III bei Lymphknotenmetastasen [DDG, 2005]. 
Prinzipielle Indikation zur systemischen Chemo(immun)therapie sind inoperable 
Rezidivtumoren, inoperable regionäre Metastasen sowie Fernmetastasen (Stadium IV). 
Für das Metastasenstadium kann immer noch keine kurative Therapie angeboten werden 
und folglich erfolgt die Behandlung überwiegend unter palliativen Gesichtspunkten.  
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Unterschieden wird zwischen der konventionellen Chemotherapie, der Immuntherapie 
mit Interleukin-2 (IL-2) und Interferon-α (IFN-α) und der Kombination von beiden, der 
sogenannten Biochemotherapie. Eine Vielzahl an Mono- und Polychemotherapien 
wurde zur Behandlung des metastasierten Melanoms untersucht. Für die systemische 
Monochemotherapie des fortgeschrittenen Melanoms stehen Alkylantien (Dacarbazin, 
Platinanaloga, Nitroso-Harnstoffe, Temozolomid etc.), Vincaalkaloide (Vincristin, 
Vinblastin) und Taxane (Paclitaxel, Doxetaxel) zur Verfügung. Darüber hinaus kann mit 
Zytokinen (IL-2 oder IFN-α) im Rahmen einer Immuntherapie alternativ zur klassischen 
antineoplastischen Therapie eine Remission erzielt werden. Die Kombination mehrerer 
Chemotherapeutika mit oder ohne Zytokinen führt zwar zu einer erhöhten Ansprechrate 
von 20-40%, jedoch zu keiner signifikanten Verlängerung der Gesamtüberlebenszeit. 
Zusammenfassend zeigen alle Polychemotherapie-Studien entäuschende Ergebnisse, 
und beim malignen Melanom handelt es sich um einen chemoresistenten Tumor (siehe 
Kapitel 1.3) [Baron et al.,  2003; Garbe & Eigentler, 2007]. 
Melanome können durch eine ausreichend hohe Strahlendosis vernichtet werden. Diese 
Therapieoption kommt jedoch nur in Ausnahmefällen (Inoperabilität) bei der 
Primärbehandlung  in Frage [Seegenschmidt et al., 1999]. Die Indikation zur 
Strahlentherapie kann bei inoperablen Lentigo-maligna-Melanomen, bei Operationen 
non in sano (R1), bei einer gewünschten Tumormassenresektion und bei In-transit-, 
Knochen- und Hirnmetastasen erwogen werden. Bei Knochen- und Hirnmetastasen 
wird die Bestrahlung sogar palliativ als Therapie der Wahl empfohlen [Sack, 1996]. Die 
meisten Patienten im fortgeschrittenen Stadium entwickeln Hirnmetastasen. Bei 
begrenztem Hirnbefall kann eine stereotaktische Einzeitbestrahlung mit dem Gamma-
Knife in Kombination mit einer Biochemotherapie angestrebt werden [Majer et al., 
2007].  
Im Mittelpunkt experimenteller Therapiemethoden stehen immunologische  (Peptid-
Immunisierung, Vakzination mit dendritischen Zellen, Hybridvakzine und adaptiver 
Transfer von T-Zellen) oder gentherapeutische Ansätze (nDNA-Injektion).     
 
1.1.8. Nachsorge und Prävention 
 
Wichtig ist es neben den Therapieoptionen den Patienten in eine strukturierte Nachsorge 
einzubinden. Empfehlungen werden von der Deutschen Dermatologischen Gesellschaft 
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(DDG) herausgegeben und sind abhängig von Stadium und Tumordicke. Sie umfassen 
eine körperliche Untersuchung, Lymphknotensonographie, Blutuntersuchungen und 
bildgebende Verfahren [DDG, 2005]. Der zur Verlaufkontrolle am besten geeignete 
Tumormarker ist S-100-ß, das von Zellen des Nervensystems, Knorpelzellen, Fettzellen 
sowie Zellen melanozytären Ursprungs exprimiert wird [Hauschild et al., 1999]. 
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1.2. Allgemeines über Transporterproteine  
 
Transporter als integrale Membranproteine sind Torhüter der Zelle bzw. ihrer 
Organellen und kontrollieren die Aufnahme und Abgabe von Stoffen über die 
Plasmamembran. Sie stellen eine heterogene Gruppe von vielen unterschiedlichen 
Transporterfamilien dar und haben vitale Aufgaben in der Zellphysiologie. So ist es 
nicht verwunderlich, dass zahlreiche Gene für Transportproteine kodieren und 
insgesamt ca. 5 % des menschlichen Genoms ausmachen. Alleine 533 Gene dienen dem 
vektoriellen aktiven Transport von Substanzen über die  Lipiddoppelschicht der 
Plasmamembran und 350 Gene dem intrazellulären Transport an  Kompartimentgrenzen 
[Venter et al., 2001; Hediger et al., 2004]. Funktionell können Transporter in aktive und 
passive Transporter unterteilt werden, je nachdem ob der Transport energetisch an das 
Spalten von energiereichem Adenosin-Tri-Phosphat (ATP) oder an einen 
elektrochemischen Gradienten gekoppelt ist.  
Membranständigen Transportproteinen der ATP-binding cassette (ABC)-
Transporterfamilie und solute carrier (SLC)-Familie kommt bei der Entwicklung einer 
Chemoresistenz von Tumoren eine wichtige Bedeutung zu. Neben ihrer Funktion beim 
Transport von Chemotherapeutika und anderen endogenen oder exogenen Noxen wurde 
in den letzen Jahren eine wichtige immunologische Bedeutung dieser  Transportproteine 
beim aktiven transmembranären Transport von Antigenen durch TAP-Proteine 
(transporters associated with antigen processing) und endogenen 
Entzündungsmediatoren wie Prostaglandinen und Leukotrienen, durch Influx- (u.a. den 
organic anion transporting polypeptides; OATPs) und Effluxproteine (multidrug 
resistance- associated proteins; MRPs) beschrieben. 
 
1.3. Medikamentenresistenz 
 
Medikamentenresistenz ist das Haupthindernis einer erfolgreichen Behandlung mit 
Chemotherapeutika. Es gibt viele neoplastische Gewebe, die gegen die heute zur 
Verfügung stehenden Pharmaka weitgehend unempfindlich sind, und bei denen eine 
Chemotherapie gar nicht oder nur schlecht anschlägt. Beispiele dafür sind Karzinome, 
die sich von der Niere, der Nebenniere, dem Kolon oder dem Pankreas ableiten, sowie 
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Hirntumoren oder Melanome. Gerade das maligne Melanom wird als ein 
chemoresistenter Tumor bezeichnet, und übliche in der Tumortherapie benutzte 
Medikamente scheinen die Prognose im Metastasenstadium nicht zu verbessern [Baron 
et al., 2003].  
Prinzipiell unterscheidet man zwei Arten der Resistenz, eine primäre (intrinsische) und 
eine sekundäre (erworbene) Resistenz. Die intrinsische Resistenz besteht schon vor der 
Behandlung und äußert sich klinisch durch eine noch messbare Tumormasse und eine 
nicht eintretende Remission trotz optimal vor Ort wirkender 
Zytostatikakonzentrationen. Dabei kann sich das gesamte neoplastische Gewebe aus a 
priori resistenten Zellen zusammensetzen oder es können sich resistente Zellklone 
darunter befinden, die im Laufe der Therapie das Tumorgewebe ersetzen. Spricht 
jedoch initial ein Malignom scheinbar gut auf die Therapie an, und es treten erst im 
Verlauf der Zytostatikabehandlung Resistenzen auf, spricht man von einer sekundären 
Resistenz. Dabei können verschiedene Faktoren, zum Beispiel eine Änderung im 
Zellstoffwechsel, eine Rolle spielen.  
Zytostatikaresistenz betrifft nicht nur die im Gebrauch befindlichen klassischen 
Vertreter der Chemotherapie wie Alkylantien, zytostatisch wirkende Antibiotika, 
Mitosehemmer oder Antimetabolite, sondern auch neuere Medikamente der molecular-
target therapie wie Imatinib (Glivec®) [Griffin, 2002]. 
Krebszellen können gegen ein einziges Medikament resistent sein oder gegen mehrere 
mit gleichem Wirkstoffmechanismus, also kreuzresistent sein. Dehnt sich der Resistenz-
Phänotyp auf chemisch unterschiedliche  Stoffgruppen  mit ungleichem 
Wirkmechanismus aus, wird diese Mehrfachresistenz als multidrug resistance (MDR) 
bezeichnet.  Dem Phänomen können ein oder mehrere zelluläre Mechanismen zu 
Grunde liegen. Bei letzterem wird der Begriff auf multifactorial multidrug resistance 
erweitert [Gottesmann et al., 2002]. Offensichtlich verfügen Neoplasien über 
Möglichkeiten, die eine Resistenz gegenüber Zytostatika bewirken.  
Dafür kommen in der Tumorzelle insbesondere eine herabgesetzte Aufnahme, eine 
Aktivierung der DNA-Reparatur-Enzyme,  eine Unterbrechung von Apoptose-
Signalwegen, eine gesteigerte Biotransformation und/oder eine gesteigerte Exkretion in 
Frage [Gottesman et al., 2002; Röckmann & Schadendorf, 2003].  
Es wurde bisher kein Resistenzmechanismus entdeckt, der das gesamte Spektrum an 
antineoplastischen Medikamenten abdecken konnte, und Medikamentenresistenz 
scheint eher multifaktoriellen Ursprungs zu sein [Deeley et al., 2006]. 
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Abbildung 1-1 Zelluläre Resistenzmechanismen in der Chemotherapie 
 
Dennoch ist das Prinzip, dass Arzneistoffpumpen die Hauptabwehr einer entarteten 
Zelle sein können, schon seit über 30 Jahren bekannt. Der dänische Forscher Danø 
zeigte bereits 1973 an selektierten multiresistenten Ehrlich-Asziteszellen, dass diese  
imstande waren, ihre intrazelluläre Konzentration von Daunorubicin durch aktive 
Pumpen zu senken [Danø, 1973]. 1976 folgte dann die Extraktion des ersten MDR-
Transportproteins, P-Glycoprotein (P-gp/MDR1/ABCB1). Dieses große glykolisierte 
Protein war überexprimiert fähig in vitro der Krebszelle einen MDR-Phänotyp zu 
verleihen, alleine durch raschen und effektiven Efflux von Zytostatika 
unterschiedlichster Struktur und Wirkmechanismen [Juliano & Ling, 1976]. Es  
handelte sich funktionell um eine ATP-betriebene Pumpe mit einem Resistenzspektrum 
vor allem im Bereich der Naturstoffe (natural product type drugs). Im Laufe der 
folgenden Jahrzehnte wurde klar, dass weitere MDR-Transporter existieren müssen. 
Cole et al. (1992) selektierten die Zelllinie eines  kleinzelligen Lungenkarzinoms (NCI-
H69AR) auf Doxorubicinresistenz. NCI-H69AR zeigte zwar einen MDR-Phänotyp, 
aber weder eine Überexprimierung von P-gp/MDR1 noch eine 
Chemoresistenzminderung mit dem gängigen P-gp-Inhibitor Cyclosporin-A. Ein mRNA 
Screening führte dann zur Entdeckung eines neuen Transportertyps, dem multidrug 
resistance-associated protein 1, kurz MRP1. Die Entdeckung von MRP1 und das 
Auffinden eines weiteren homologen organischen Anionentransporters (canalicular 
multispecific organic anion transporter;  cMOAT) durch cDNA Klonierung in der 
menschlichen Leber [Paulusma et al., 1997; Büchler et al., 1996] belebten die Suche 
nach weiteren Mitgliedern der Genfamilie. Bei dem Fadenwurm Caenorhabditis 
 Efflux ↑ Influx ↓ 
  Biotransformation↑ 
      (CYPs, GSTs) 
  Apoptose↓ 
  DNA Repair Enzyme ↑ 
Zytostatikum 
Transporter 
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elegans waren zu dem Zeitpunkt schon mindestens vier Homologe bekannt. Kool et al. 
(1997) stießen beim Durchsuchen der human expression sequence tag (EST) Datenbank 
auf drei weitere Transporter, die eine starke Homologie zu MRP1 und cMOAT 
aufwiesen und untersuchten ihre Expression in gesunden und neoplastischen Geweben.  
Mittlerweile sind mehrere Klassen an Arzneimittelpumpen im menschlichen Genom 
gefunden worden, die „klassischen“ Vertreter MRP und MDR und „Neulinge“, wie das 
breast cancer resistance protein (BCRP/ABCG2) oder ABCB5. ABCG2 und ABCB5 
konnten bei Melanomzellen für eine Zytostatikaresistenz verantwortlich gemacht 
werden [Diestra et al., 2002; Frank et al., 2005]. Die Gemeinsamkeit aller gefundenen 
Transporter liegt in ihrer Fähigkeit ATP zu binden.  
Heute ist es unumstritten, dass Membrantransportern, indem sie In- und Efflux von 
Arzneistoffen steuern, eine pharmakologische Schlüsselrolle zukommt. Eine wichtige 
Aufgabe im Wechselspiel des Arzneimitteltransports erfüllen neben den MRP-
Effluxpumpen die OATP-Influxtransporter (siehe Kapitel 1.5).  
 
1.4. Multidrug resistance-associated proteins 
1.4.1. ABC-Superfamilie 
 
Die ATP-binding cassette (ABC)-Gene kodieren für eine große Familie an 
Membrantransportproteinen, die alle eine Sequenz- und Strukturhomologie ihrer ATP-
bindenden Domänen (nucleotide binding folds, NBFs) aufweisen. Bei diesen Proteinen 
ist der aktive meist unidirektionale Transport über Lipidmembranen an das Spalten von 
energiereichem Adenosin-Tri-Phosphat gebunden. Funktionell sind ABC-
Transportproteine eine  Gruppe von primär aktiven Effluxpumpen. Phylogenetische 
Untersuchungen lassen die Transporter noch in sieben unterschiedliche Subfamilien (A 
- G) unterteilen. Sie transportieren eine große Vielfalt an Substanzen wie Ionen, 
Aminosäuren, Kohlenhydrate, Peptide und Proteine und werden in gut- und bösartigen 
Geweben exprimiert [Allikmets et al., 1996; Dean et al., 2001]. Ihnen kommt bei der 
Entwicklung von Chemoresistenz (u.a. MDR und MRP), dem  Eikosanoidtransport 
(MRP) und bei der Tumorabwehr (z. Bsp. TAP) eine bedeutende Rolle zu.  
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1.4.2. ABCC-Subfamilie 
 
Die ABCC-Subfamilie besteht aus mittlerweile 13 Transportern; der letzte, ABCC13, 
wurde von Yambuuchi et al. (2002) beschrieben. Zu dieser heterogenen Gruppe gehören 
der cystic fibrosis transmembrane conductance regulator-Chloridkanal (CFTR bzw. 
ABCC7), der in der Ätiologie der Mukoviszidose wichtig ist, die Sulfonylharnstoff-
Rezeptor/Kaliumkanäle (sulfonylurea receptor; SUR1 und 2 bzw. ABCC8 und 9), die 
eine Funktion in der Insulinausschüttung haben, und 10 multidrug resistance associated 
proteins (MRP1-10 bzw. ABCC1-6 und ABCC10-13). MRPs sind als Effluxpumpen 
organischer Anionen vor allem für ihre physiologische und pathologische Bedeutung in 
der Biotransformation, der Arzneimittelverteilung und der multidrug resistance in 
Malignomen bekannt [Dean et al., 2001; Deeley et al., 2006]. Die MRPs werden nach 
einer nicht in jedem Protein vorhandenen MSD0-Domäne in kurze (u.a. MRP 4 und 5) 
und in lange MRPs (u.a. MRP 1-3) unterteilt [Kruh & Belinsky, 2003]. Die MRP-
Familie zeichnet sich durch eine außergewöhnliche Bandbreite an transportierten 
Substanzen aus. In vitro spielen MRPs eine Rolle bei Resistenzen gegen Naturstoffe 
und ihren konjugierten Metaboliten, Platin-Komponenten, Folat-Antimetabolite, 
Nukleosid- und Nukleotid-Analoga, arsen- und antimonhaltige Präparate und 
Alkylantien [Deeley et al., 2006]. Grundsätzlich verleihen die langen MRPs (1, 2 und 3) 
eine Resistenz gegenüber Naturstoffen und die kurzen MRPs (4 und 5) eine Resistenz 
gegen Nukleosid- und/oder Nukleotidanaloga. Alle fünf MRPs teilen die Fähigkeit 
Methotrexat und camptothecin-like topoisomerase I inhibitors wie Irinotecam zu 
befördern [Norris et al., 2005].  
 
Im folgenden Kapitel wird auf die fünf erst- und bestbeschriebenen MRPs (MRP1-5) 
eingegangen. Es soll ihre Fähigkeit Pharmaka und Eikosanoide zu transportieren, 
folglich ihre Beteiligung an multidrug resistance und Entzündungsreaktionen in 
Neoplasien, insbesondere beim malignen Melanom, beleuchtet werden. Abbildung 1-3 
und Tabelle 1-1 geben einen Überblick über Expression, Funktion und Substratvielfalt 
von MRP1 bis MRP5. 
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1.4.3. MRP1 
 
MRP1 ist ein ubiquitär vorkommendes Protein [Nooter et al., 1995; Borst et al.,  2000]. 
Seine Hauptlokalisation ist klassischerweise die Plasmamembran; neueste Studien 
konnten jedoch MRP1 auch intrazellulär lysosomal  nachweisen. In HeLa Zellen, die 
transient mit markiertem MRP1 transfiziert wurden, reicherte sich bei Exposition mit 
fluorogenem Doxorubicin das Pharmakon in subzellulären MRP1-positiven Vesikeln an 
[Rajagopal & Simon, 2003]. Nach der Entdeckung von MRP1 schien seine 
Substratspezifität der von MDR1 sehr ähnlich zu sein. Tatsächlich gibt es große 
Überschneidungen, vor allem bei den Naturstoffen (Anthrazykline, Vincaalkaloide, 
Epipodophyllotoxine etc.) [Cole et al., 1994; Schadendorf et al., 1995]. Spätere 
Arbeiten zeigten jedoch, dass MRP1 ungleich MDR1 eine hohe Affinität zu 
organischen Anionen besitzt, beispielsweise Pharmaka, die mit Glutathion, 
Glukuronsäure oder Sulfat konjugiert wurden. MRP1 spielt ebenfalls wie MRP2 eine 
Rolle beim Antitransport (Phase III) der in der Zelle anfallenden Produkte der Phase II 
Konjugationsreaktion von hydrophobischen Xenobiotika. 
 
 
Abbildung 1-2 Interaktion von Glutathion und MRP1 
 
Schon früh wurde die Bedeutung von MRP1 als ubiquitär vorkommende  Glutathion-S-
Konjugatpumpe (GS-X-Pumpe) erkannt [Jedlitschky et al., 1996]. Ein Kotransport von 
GSH mit neutralen oder positiv geladenen Pharmaka (z. Bsp. Etoposid) ist ebenfalls 
möglich [Rappa et al., 1997]. Die Beziehung von Glutathion und MRP1 bzw. MRP2 
scheint nach neuesten Erkenntnissen auf einer gegenseitigen Abhängigkeit zu beruhen. 
 GS 
      GSH 
  GSH 
    GSH 
Zytostatikum 
MRP1 MRP1 
OATP 
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Bei einem GSH-Mangel sinkt die Transportrate. Ist GSH vorhanden, stimuliert es den 
Transport von diversen MRP1- bzw. MRP2-Substraten, u.a. den von Leukotrien C4 
[Loe et al., 1996]. Der Mechanismus, der dieser Stimulation zugrunde liegt, ist noch 
nicht geklärt [Deeley et al., 2006].  
Die ersten nachgewiesenen Substrate von MRP1 waren der proinflammatorische 
Entzündungsmediator Leukotrien C4  (LTC4) und seine Metaboliten LTD4 und LTE4. 
Ein Transport des Glutathionkonjugates LTC4 wurde in Studien an MRP1-transfizierten 
HeLa Zellen gezeigt. Bei Substratkonzentrationen von 50nM wurden LTC4, LTD4 und 
LTE4 mit relativen Raten von 1.0, 0.27 und 0.14 transportiert. Der Transport konnte 
durch das LTD2-Analogon MK-571 effektiv gehemmt werden [Leier et al., 1994]. 
Gleiches konnte an MRP1-überexprimierenden Leukämiezellen (HL60/ADR) bewiesen 
werden [Jedlitschky et al., 1994]. Leukotrien C4 ist bis heute das am besten 
charakterisierte physiologische Substrat von MRP1 und das Substrat mit der höchsten 
Affinität und Transportrate (Vmax/Km Ratio) [Jedlitschky & Keppler, 2002]. Weitere 
Studien ergaben, dass MRP1 die Glutathion-S-Konjugate von Prostaglandin A1 und A2 
mit einer relativ hohen Affinität transportiert (Km 1µM). PGE1, das keine Konjugate 
formen kann, wurde hingegen nicht über die Plasmamembran befördert [Heasley & 
Brunton, 1985; Evers et al., 1997]. MRP1 transportiert ebenfalls das Glutathionkonjugat 
des synthetischen Prostaglandins ∆7-PGA1-Methylester [Akimaru et al., 1996]. 
MRP1 schützt spezifische Kompartimente des menschlichen Körpers vor toxischen 
Substanzen. Dieses wurde bereits an der Blut-Hirn-Schranke im Plexus choroideus [de 
Lange, 2004] und den Keimdrüsen festgestellt. Steroidkonjugate, v.a. 
Geschlechtshormone, sind neben LTC4 physiologische Substrate von MRP1, welches 
eine starke Expression in den Hauptproduktionsstätten von Sexualhormonen 
(Nebenniere, Keimdrüsen) aufweist [Deeley et al., 2006].  
Ebenfalls wird ein physiologischer Beitrag von MRP1 zum Redoxstatus der Zelle über 
den Glutathiontransport und ein Zellschutz bei oxidativem Stress diskutiert [Deeley et 
al., 2006]. 
Seine physiologische Funktion in Geweben wurde insbesondere durch Studien an 
MRP1-Knockout-Mäusen (MRP1-/-) untersucht. MRP1-/- Mäuse sind gesund und 
fruchtbar. Sie haben jedoch eine beeinträchtigte Immunantwort auf Entzündungsstimuli. 
Das Auftragen von Arachidonsäure auf das Ohr zeigte eine verringerte Schwellung und 
Gefäßpermeabilität. Weiterhin waren die Mäuse  hypersensitiv gegenüber Etoposid. 
Nach Exposition kam es zu einer maximalen Schädigung in den Tubuli seminiferi und 
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der oropharyngealen Mukosa, also Geweben, die physiologisch stark MRP1 
exprimieren. Kochenmark-Mastzellen besaßen eine verringerte LTC4-Sekretion bei 
einer normalen LTB4-Sekretion [Wijnholds et al., 1997 & 1998]. Die wichtigste 
physiologische Funktion von MRP1 besteht im Transport von Leukotrien C4, ein 
Phänomen, das durch  Robbiani et al. (2000) bestätigt werden konnte. Sie zeigten die 
besondere Bedeutung dieser Transporter bei der Mobilisierung von dendritischen Zellen 
und deren Migration in die Lymphbahnen. 
  
1.4.4. MRP2 
 
In menschlichen Geweben wird MRP2 restriktiver als MRP1 exprimiert mit einer 
Hauptlokalisation in der Leber. Erstbeschrieben wurde es in der  Hepatozytenmembran 
der Gallenkanälchen und deswegen canalicular multispecific organic anion transporter 
(cMOAT) genannt [Büchler et al., 1996]. In der Haut konnte MRP2 hingegen noch 
nicht detektiert werden und es war in Keratinozyten auf RNA-Ebene nicht nachweisbar 
[Baron et al., 2001b]. 
MRP2 transportiert eine große Anzahl von mit Glutathion, Glukuronsäure oder Sulfat 
konjugierten Pharmaka und spielt eine Rolle in der Phase III der Detoxifikation. MRP2 
und MRP1 besitzen eine große gemeinsame Schnittmenge in ihrem Substratprofil und 
teilen physiologische Substrate wie Steroide und Gallensäuren [Keppler et al., 1997; 
König et al., 1999; Deeley et al., 2006]. Es konnte eine ähnliche Substratspezifität für 
LTC4 gezeigt werden trotz signifikanter Unterschiede in der Kinetik [Kawabe et al., 
1999; Cui et al., 1999]. Außerdem transportiert MRP2 das Prostaglandin A1-
Glutathionkonjugat (PGA1-GS) [Evers et al., 1998]. MRP2 unterscheidet sich von den 
anderen MRPs durch seine Fähigkeit, Zellen eine Resistenz gegenüber Platin-Addukten 
(u.a. Cisplatin) zu verleihen [Kawabe et al., 1999].  
Seine bisher einzige bekannte physiologische Funktion stellt der Transport von 
organischen Anionen (Bilirubin-, Gallensalz- und Pharmakakonjugate) von der 
Leberzelle in die Gallenkanälchen dar. Mutationen auf dem ABCC2-Gen führen zum 
Dubin-Johnson-Syndrom, einer autosomal-rezessiven Lebererkrankung, bei der eine 
gestörte Bilirubin-Glukuronid-Sekretion im Vordergrund steht. Klinisch ist die 
Krankheit mit einem intermittierenden Ikterus verbunden, der sich mit der 
physiologischen Funktion und der Expression von MRP2 auf der kanalikulären Seite 
Schrifttum 
 
17 
 
der Hepatozyten erklären lässt. Bei den betroffenen Menschen ist die Lebenserwartung 
nicht eingeschränkt [Dean et al., 2001, Paulusma et al., 1997, Büchler et al., 1996]. 
 
1.4.5. MRP3 
 
Das Expressionsmuster von MRP3 ähnelt dem von MRP1. Das  Substratspektrum von 
MRP3 ist dennoch kleiner als das von MRP1 oder MRP2.  MRP3 hat eine ausgeprägte 
Präferenz für Glukuronatkonjugate und weniger für Glutathionkonjugate [Borst et al., 
2000]. Es befördert das Glutathionkonjugat LTC4, allerdings mit einer geringen 
Affinität und Geschwindigkeit [Zeng et al., 2000]. Freies Glutathion kann MRP3 im 
Gegensatz zu MRP1 und MRP2 nicht transportieren. 
Es gibt zahlreiche Hinweise, dass die physiologische Funktion von MRP3 ein Schutz 
der Leber vor Xeno- (Paracetamol, Morphin) und Endobiotikaakkumulation 
(Gallensäuren) im Falle eines Sekretionstopps in die Galle ist. MRP3 befindet sich 
basolateral in den Hepatozyten in der Nähe des Gallenganges und sorgt bei Cholestase 
für eine Rückführung der potentiell toxischen Substanzen in den Blutkreislauf, ein 
sogenannter „backup-Mechanismus“ [Deeley et al., 2006]. MRP3-Knockout-Mäuse 
zeigen einen nicht-pathologischen Phänotyp [Kruh & Belinsky, 2003]. 
 
1.4.6. MRP4 und MRP5 
 
MRP4 wird nur schwach in wenigen Geweben und MRP5 vor allem in Skelett- und 
Herzmuskelzellen exprimiert [Deeley et al.,  2006]. Auch MRP4 und MRP5 sind  
organische Anionentransporter. Beide  unterscheiden sich jedoch von den 
vorbeschriebenen MRPs durch ihre Affinität zu  Nukleosid- und Nukleotidanaloga und 
zyklischen Nukleotiden. Trotz der nahe liegenden Vermutung scheinen MRP4 und 
MRP5 nicht die intrazellulären cGMP oder cAMP Konzentrationen verändern zu 
können [Wielinga et al., 2003].  
Grundlegend unterscheidet sich MRP4 von den anderen MRPs durch seine Fähigkeit, 
mit hoher Affinität Prostaglandin E1, E2, F2α und Thromboxan B2 zu transportieren. Die 
MRP4-Transportfunktion wird durch Gabe andere Prostanoide (TXB2, PGF2α, PGF1α, 
PGA1) inhibiert, genauso wie durch mehrere non-steroidal anti-inflammatory drugs 
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(NSAIDs: Indometacin, Indoprofen, Ketoprofen und Flurbiprofen, aber nicht Coxibe), 
was nahe legt, dass die Freigabe und die Synthese von Prostaglandinen dadurch 
geblockt wird und transporterabhängig ist [Reid et al., 2003; Rius et al., 2005]. Neueste 
Studien zeigen einen glutathionabhängigen Transport von Leukotrien C4 und B4 [Rius et 
al. 2008].  
MRP4 ist stark im proximalen Tubulus der Niere exprimiert und scheint sich dort an der 
Exkretion von organischen Anionen zu beteiligen (u.a. p-Aminohippursäure (PAH), 
Gallensalzen und Prostaglandinen). In der Leber wird MRP4 während einer Cholestase 
hochreguliert und ist an der Ausscheidung von Gallensalzen beteiligt. Die 
physiologische Funktion von MRP5 ist noch unbekannt [Deeley et al., 2006]. 
  
 
Abbildung 1-3 Substrate der untersuchten MRPs Quellen: Dean et al., 2001; Gottesman et al., 2001; 
Jedlitschky & Keppler, 2002; Kruh & Belinsky, 2003; Deeley et al., 2006; Russel et al., 2008. 
- X = Konjugatierte Substanz, - SG/GS- = Glutathion-S-Konjugat, - G = Glukuronidkonjugat, - S = 
Sulfatkonjugat, AZT = Azidothymidin, cAMP = Zyklisches Adenosinmonophosphat, cGMP = zyklisches 
Guanosinmonophosphat, DHEA = Dehydroepiandrosteron, DNP = S-2,4-Dinitrophenyl, E1 = Estron, 
E217ß = Estradiol-17ß, 5-FUMP = 5-Fluorouridin-Monophosphat (Vorstufe: 5-Fluorouracil), GSH = 
Glutathion reduzierte Form/ GSSG = Glutathion oxidierte Form, LT = Leukotrien,  MTX = Methotrexat, 
NEM = N-Ethylmaleimid, PG = Prostaglandin, PMEA = Phosphonylmethoxyethyladenine (Vorstufe: 
Adefovir) 
Nukleosid/Nukleotidanaloga 
(cAMP, cGMP, PMEA, 5’-
FUMP, 6-Mercaptopurin); 
GS-X (DNP-SG); Sulfat-X 
(DHEA-S); GSH; MTX 
GS-X (LTC4, LTD4, LTE4, PGA-SG, DNP-SG, Melphalan-
SG, Ethacrynsäure-SG, NEM-SG, Chlorambucil-SG); 
Glukuronid-X (E217ß-G, Etoposid-G, Bilirubin-G); Sulfat-X 
(E1-S, DHEA-S); GSH, GSSG; Anthrazykline; Aflatoxin B1; 
Epipodophyllotoxine (Etoposid, Teniposid); Vinca-
Alkaloide; Arsen-/Antimon-Oxyanionen; Folsäure; MTX 
GS-X (LTC4, PGA1-SG, 
DNP-SG, Etacrynsäure-SG); 
Glucuronid-X (E217ß-G, 
BilirubinG); Sulfat-X; GSH, 
GSSG; Anthrazykline; 
Epipodophyllotoxine; HIV-
Protease-Inhibitoren; Vinca-
Alkaloide; Cisplatin; MTX 
Nukleosid/Nukleotidanaloga (cAMP, cGMP, PMEA, 
AZT, Lamivudin, Gancyclovir); Glucuronid-X (E217ß-G); 
Sulfat-X (DHEA-S); Prostaglandine (PGE1, PGE2 PGF2α, 
TXB2); Leukotriene (LTC4, LTB4); MTX 
GS-X (LTC4, DNP-SG); 
Glucuronid-X (E217ß-G, 
Bilirubin-G, Morphin-G, 
Paracetamol-G); Sulfat-X 
(Taurolithocholat-3-S); 
Gallensäuren;  
Epipodophyllotoxine; MTX 
MRP2 
   MRP3 
MRP5 
M
R
P1
 
M
R
P4
 
Schrifttum 
 
19 
 
Tabelle 1-1 Untersuchte MRPs Quelle: Flens et al., 1996; Borst et al., 2000; Dean et al., 2001; Kruh & 
Belinsky, 2003; Deeley et al., 2006. 
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1.4.7. MRPs beim malignen Melanom 
 
In vielen Krebszelllinien wird in vitro eine verringerte intrazelluläre Zytostatika-
Akkumulation bei einer Überexpression entweder von MDR1- oder von MRP-Proteinen 
durch einen gesteigerten Zytostatikaefflux beobachtet [Röckmann & Schadendorf,  
2003]. Beim malignen Melanom gibt es über die Expression von MDR-assoziierten 
Transporterproteinen, über deren genaue Funktion bei der Resorption und 
Metabolisierung von Xenobiotika und über ihren Beitrag zur Chemoresistenz bisher 
wenige Erkenntnisse. Insbesondere MDR1 und MRP1 galten als potentielle Kandidaten 
für einen MDR-Phänotyp beim Melanom. MDR1 scheint jedoch nicht für die 
Chemoresistenz des malignen Melanoms verantwortlich zu sein [Serrone & Hersey,  
1999; Röckmann & Schadendorf, 2003]; der Beitrag von MRP1 ist noch nicht geklärt.   
 
Schadendorf et al. (1995) konnten in 4 von 10 Melanomzelllinien MRP1 auf mRNA- 
und Proteinebene nachweisen. An 71 benignen und malignen melanozytären 
Tumorproben konnte gezeigt werden, dass MRP1 nicht nur mit zunehmender Malignität 
(Nävus < Primärmelanom < Melanommetastase) signifikant ansteigend, sondern 
insgesamt in 50 % aller Melanome exprimiert wurde. Es konnte kein signifikanter 
Unterschied in der MRP1-Expression vor und nach Chemotherapie festgestellt werden. 
Im Gegensatz dazu konnten Nooter et al. (1995) nur eine schwache MRP1-mRNA-
Expression bei 15 Melanombiopsien zeigen und keinen immunhistologischen Nachweis 
auf Proteinebene an 10 weiteren Proben erbringen. In einer MRP1- Expressionsstudie 
von verschiedenen malignen Geweben konnte an einem von zwei untersuchten 
Melanomen eine schwache Proteinfärbung gezeigt werden [Flens et al., 1996]. Es 
wurden bei allen drei Studien die gleichen murinen Antikörper (MRPr1 und/oder 
MRPm6) verwendet. Kruh et al. (1995) gelang im Rahmen einer 
Tumorreihenuntersuchung bei allen drei untersuchten Melanomzelllinien der Nachweis 
von MRP1-mRNA. 
Um herauszufinden, ob MRP1 an der intrinsischen Chemoresistenz des malignen 
Melanoms beteiligt ist, haben Berger et al. (1997) die Expression, die funktionelle 
Aktivität und Resistenzentwicklung an 40 Melanomzelllinien sowie an Melanozyten 
untersucht. Zwar variierten mRNA - und Proteinexpression und der Resistenzindikator 
IC50 (Zytostatikakonzentration bei 50% Wachstumsinhibition) stark, dennoch konnte 
eine positive Korrelation von Gen- und Proteinexpression mit der Resistenz gegen 
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Daunomycin und Doxorubicin, aber nicht gegen Vinblastin, Etoposid oder Cisplatin 
festgestellt werden. Bei den Melanozyten lagen die MRP1-mRNA-Levels im oberen 
Bereich, aber der Proteinnachweis gelang weder durch Immunfluoreszenz noch durch 
funktionelle Assays. Es konnte kein signifikanter Unterschied in der Expression bei 
Primär- und Metastasenmelanomzelllinien gefunden werden. Ichihashi & Kitajima 
(2001) konnten bei 5 von 7 Gewebeproben von Melanompatienten eine schon vor der 
Chemotherapie vorhandene MRP1-Expression zeigen. Nach dem ersten und zweiten 
Zyklus der Chemotherapie hatten sechs Patienten erhöhte MRP1-Werte, die jedoch 
nicht signifikant waren. Neueste Untersuchungen von Depeille et al. (2005) an einer 
MRP1- und gleichzeitig Glutathion-S-Transferase Pi1 (GSTP1)-exprimierenden 
Melanomzelllinie bewiesen eine Interaktion beider Enzyme bei der Etoposid-Resistenz. 
GSTP1 gehört zu den Phase II-Enzymen der Biotransformation.  
 
Liedert et al. (2003) zeigten an einer selektierten platinresistenten non-MDR1 non-
MRP1 Melanomzelllinie (MeWO-CIS1) eine Überexpression von MRP2 auf mRNA- 
(x4) und Proteinebene. Cisplatin ist fester Bestandteil einiger Polychemotherapien 
(DVP-Schema, DBCT- Schema) beim malignen Melanom [Hengge, 2006]. Indem es 
mit der nukleären DNA-Addukte bildet, führt es zum Zellzyklusstopp im G2-Stadium 
und schließlich über noch unbekannte Zwischenschritte zum Zelltod. Im Vergleich zur 
nicht resistenten Mutterzelllinie zeigte MeWO-CIS1 weniger DNA-Platin-Addukte, 
eine verringerte Apoptoserate und einen früheren Reentry in den Zellzyklus. Es konnte 
bei MeWO-CIS1 keine erhöhte Aktivität im DNA-Repair-System nachgewiesen 
werden. Platinefflux via MRP2 scheint zu einer geringeren Konzentration von 
intrazellulärem Platin, weniger DNA-Addukten und einer geringeren Absterberate zu 
führen. MRP2 kommt somit als ein potentieller Faktor für klinische Platin-Resistenz 
beim malignen Melanom in Frage [Liedert et al., 2003]. Die gleiche Forschergruppe 
konnte eine hohe Kreuzresistenz gegen Carboplatin, eine geringere gegen Daunorubicin 
und Etoposid und keine gegen Vincristin nachweisen. RNA-Interferenz mit Anti-MRP2 
Hammerhead-Ribozymen bei cisplatinresistenten Ovarialkarzinomzelllinien (A2780R-
CIS) führte nicht nur zu einer erniedrigten MRP2-Gen- und Proteinexpression, sondern 
auch zu einer 50% höheren Sensitivität gegenüber Cisplatin, einer verstärkten 
Apoptose-Signalkaskade (gemessen durch Caspase-3) und einer intermediären Platin-
DNA-Addukt-Konzentration [Materna et al., 2005].  
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1.4.8. Klinische Bedeutung der MRPs  
 
Klinische Studien an Krebspatienten, die erstens das Transporterprofil und die 
Transporterkonzentration des Malignoms vor und nach der Therapie bestimmen, die 
zweitens das Outcome der Therapie mit der Transporterexpression korrelieren, und die 
drittens ein verbessertes Outcome mit einem Transporterinhibitor zeigen, gibt es bisher 
für kein MRP-Protein. 
Es existieren lediglich klinische Studien über P-gp/MDR1, die diesen Kriterien 
entsprechen und die enttäuschende Ergebnisse liefern. Als MDR1-Inhibitoren wurden 
meist Verapamil oder Cyclosporin-A der eigentlichen Chemotherapie hinzugefügt. In 
einer Review von Leonard et al. (2003) konnten von neun randomisierten klinischen 
Studien nur drei eine signifikant höhere Überlebensrate zeigen. Davon wurde bei zwei 
Studien (Chemotherapie bei Mammakarzinom und nicht-kleinzelligem 
Lungenkarzinom) Verapamil und bei der dritten (Chemotherapie bei akuter myeloischer 
Leukämie) Cyclosporin-A dem Therapieschema angefügt. MRP1-Expression konnte 
dennoch in mehreren Studien als negativer Prognosefaktor bestätigt werden, unter 
anderem beim nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom, beim Mammacarcinom und beim 
Neuroblastom. Gleiches konnte für MRP2 beim Ovarialkarzinom, für MRP3 bei akuter 
lymphatischer und myeloischer Leukämie und für MRP4 beim Neuroblastom gezeigt 
werden [Deeley et al., 2006]. Neueste Studien nutzen prätherapeutische ex-vivo 
Chemosensitivitätstestungen an Tumor-Frischgewebe, um gezielt das individuelle 
optimale Therapieregime auswählen zu können [Ugurel, 2008]. 
 
1.5. Organic anion transporting polypeptides 
 
Die solute carrier (SLC)-Genfamilie umfasst  Gene, die für passive Transporter und 
sekundär aktive Kotransporter kodieren. Nach der Aminosäurensequenz wird diese 
heterogene Gruppe in 43 Familien unterteilt.  
Die SLC21-Superfamilie kodiert für die organic anion transporting polypeptides 
(OATPs); es handelt sich um natriumunabhängige Transporter, die den vektoriellen 
Transport von endogenen und exogenen amphipathischen organischen Substanzen 
steuern. SLC21 wird in Familien und Subfamilien unterteilt. Die Nomenklatur wurde 
wegen des rasanten Wissenszuwachses und der immer neueren Mitglieder 
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vereinheitlicht [Hagenbuch & Meier, 2004; Hediger et al., 2004; HUGO, 2006]. Die 
humanen Gene der SLC21/OATP-Familie erhalten das Präfix SLCO. Darauf folgen je 
nach Sequenzhomologie, die Familiennummer (1 - 12), der Subfamilienbuchstabe und 
die individuelle Gennummer. Mit den Genprodukten (Proteinen) wird entsprechend 
verfahren; hier ist das Präfix OATP. Murine oatp-Transporter werden mit 
Kleinbuchstaben abgegrenzt. Die neue Nomenklatur setzt einem Zustand ein Ende, in 
dem Doppel- und Dreifachbezeichnungen üblich waren. In den Tabellen dieser Arbeit 
sind die entsprechenden Synonyme aufgeführt.  
Die humane SLCO-Familie besteht aus mindestens 11 Mitgliedern. Das Ratten oatp1a1 
(oatp1) war das erste auf molekularer Ebene identifizierte Mitglied der OATP-Familie. 
Es handelt sich um einen natriumunabhängigen Transporter für organische Anionen wie 
Gallensalze, konjugierte Metabolite und Xenobiotika [Jacquemin et al., 1994]. Kullak-
Ublick et al. (1995) schafften es, in Hepatozyten durch Klonierung den ersten humanen 
OATP-Transporter, OATP1A2 (OATP-A), zu identifizieren. Im Anschluss wurden drei 
weitere humane strukturverwandte Transporter von Tamai et al. entdeckt: OATP2B1 
(OATP-B), OATP3A1 (OATP-D) und OATP4A1 (OATP-E). Die Transporter 
zeichneten sich durch eine überschneidende Substratspezifität aus [Tamai et al., 2000]. 
Alle OATPs sind 12 Transmembranproteine, die eine einheitliche Superfamilensignatur 
tragen. Sie werden in den unterschiedlichsten Organen exprimiert. Ihr Substratspektrum 
reicht von endogenen Substanzen wie Gallensäuren, Schilddrüsenhormonen (T3, T4), 
Eikosanoiden (PGE1, PGE2, LTC4, TXA2), konjugierten Steroiden 
(Dehydroepiandrosteron-Sulfat, Estradiol-17β-Glukuronid, Estron-3-Sulfat) oder cAMP 
bis zu Xenobiotika, wie Herzglykosiden (Digoxin), HMG-CoA-Reduktasehemmer 
(Pravastatin), Zytostatika (Methotrexat), ACE-Hemmer (Temocapril), Antibiotika 
(Benzylpenicillin), nichtsteroidale Entzündungshemmer (NSAIDs) oder Opioiden 
[Mikkaichi et al., 2004]. 
Besonders die Transporter der OATB1A- (OATP1A2) und 1B- (OATP1B1, -1B3) 
Familie weisen ein breites Substratspektrum auf, das mit dem oben genannten in weiten 
Teilen deckungsgleich ist. Die anderen Subfamilien transportieren sehr viel selektiver.   
Es scheint sich bei den OATPs um Kotransporter zu handeln, bei denen die Aufnahme 
einer organischen negativ-geladenen Substanz an die Abgabe von u.a. Bikarbonat, 
Glutathion oder Glutathion-S-Konjugaten gebunden ist [Hagenbuch & Meier, 2004]. 
Obwohl sie eine wichtige Rolle beim Influxtransport spielen [Kullak-Ublick et al., 
2001], sind theoretisch  alle Transporter zum bidirektionalen Transport befähigt; sie 
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können also sowohl als Antiport als auch als Symport fungieren. Die Transportrichtung 
wird dann vom elektrochemischen Gradienten der jeweiligen Substanzen bestimmt [Li 
et al., 2000; Hagenbuch & Meier, 2004]. OATP-Polymorphismen konnten in Studien 
mit einer unterschiedlichen Transporterkinetik in Zusammenhang gebracht werden. Die 
physiologische Rolle der OATPs ist bis heute in den meisten Organen unklar 
[Hagenbuch & Meier, 2004; Marzolini et al., 2004; König et al., 2006].  
Eine weitere Besonderheit neben der Rolle im Arzneimitteltransport ist die Fähigkeit 
fast aller OATP-Mitglieder Eikosanoide zu transportieren. OATP2A1 alias 
Prostaglandin-Transporter (PGT) wird ubiquitär in gesunden und kaum in malignen 
Geweben exprimiert und verfügt mit Substraten wie PGE1, PGE2, PGF2α und TXB2 über 
ein breites Eikosanoidspektrum. PGT mediiert scheinbar die pulmonale Prostaglandin-
Clearance, bei der nach Prostaglandinaufnahme intrazellulär über PG-Dehydrogenasen 
eine Deaktivierung erfolgt. Eine Prostanoid-Abgabe, wenn die Konzentrationen im 
Zytoplasma höher als extrazellulär sind, wird diskutiert [Kanai et al., 1995; Tamai et al., 
2000; Funk, 2001]. Weitere Eikosanoidtransporter der menschlichen OATP-Familie 
sind in Tabelle 1-3 aufgelistet.   
 
OATPs werden nicht nur in physiologischen sondern auch in malignen Geweben 
exprimiert. Abe et al. (2001) konnten in cDNA-Untersuchungen einen neuen OATP-
Transporter, nämlich OATP1B3 alias LST-2, nachweisen, der stark in Magen-, 
Gallenblasen-, Colon-, Pankreas- und Lungenkarzinomen und Hirntumoren exprimiert 
wurde. OATP1B3 transfizierte Zellen zeigten eine signifikant höhere Sensitivität 
gegenüber Methotrexat, die sich auf den Transporter-mediierten Influx zurückführen 
ließ. Ebenfalls konnte in den verschiedensten Malignomen auf RNA-Ebene OATP3A1, 
OATP4A1, jedoch kaum OATP1A2, OATP1B1, OATP2B1 und OATP2A1 
nachgewiesen werden [Tamai et al., 2000]. Auf der Suche nach einem potentiellen 
Transporter für zytostatische Gallensäurenderivate konnten Ballestero et al. (2006) in 
Kolonkarzinomgewebe, verglichen mit gesundem Ileumgewebe, eine verringerte 
Expression von OATP1A2, eine erhöhte von OATP1B1 und eine gleiche von MDR1, 
MRP2, MRP3 und OATP1B3 zeigen. Die Expression von organic anion transporting 
polypeptides beim malignen Melanom wurde bisher noch nicht vollständig untersucht 
und ihre klinische Bedeutung und Rolle ist unklar. Auf einige in der Studie interessant 
regulierte Transporter wird im Folgenden näher eingegangen. Eine Zusammenfassung 
bietet Tabelle 1-2. 
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Tabelle 1-2 OATP-Transporter Quellen: Hagenbuch et al., 2004; König et al., 2006 
Gen Protein Alias  
Protein/Gen 
Gen- 
lokus 
Substrate Gewebe 
SLCO2B1 OATP2B1 OATP-B,  
OATP-RP2 
SLC21A9 
11q13 E1-3-S, DHEA-S, 
BSP, PGE2, 
Fluvastatin, 
Benzylpenicillin, 
Fexofenadin 
Leber, 
Milz, Darm, 
Plazenta 
Lunge, 
Hirn, Niere, 
Herz, Ovar, 
Testis 
SLCO3A1  OATP3A1 OATP-D,  
OATP-RP3 
SLC21A11 
15q26 
 
E1-3-S, PGE1, 
PGE2, PGF2α, 
Benzylpenicillin 
ubiquitär 
SLCO4A1 OATP4A1 OATP-E,  
OATP-RP1 
SLC21A12 
20q13.1 E1-3-S, E217ß,  
Taucholate, T3, 
rT3, T4, PGE2, 
Benzylpenicillin,  
ubiquitär 
 
SLCO5A1 OATP5A1 OATP-J,  
OATP-RP4 
SLC21A15 
8q13.1 ? ? 
BSP = Bromosulfophtalein, DHEA-S = Dehydroepiandrosteron - Sulfat, E217ß = Estradiol-17β-
Glukuronid, E1-3-S = Estron-3-Sulfat, T3 = Trijodthyronin, T4 = Thyroxin, rT3 = reverses Trijodthyronin  
 
1.5.1. OATP2B1  
 
OATP2B1 alias OATP-B wird am stärksten in der Leber exprimiert. In einer 
Gewebereihenuntersuchung von fetalen, adulten und neoplastischen Geweben konnte 
gezeigt werden, dass OATP-B in sämtlichen fetalen Geweben, restriktiv in adulten 
(Pankreas, Leber, Lunge, Darm, Ovarien, Hoden und Milz) und nur in einem 
kanzerösen Gewebe (Colonkarzinomzelllinie CX-1) exprimiert wurde. Die durchweg 
positive fetale Expression, die auch bei OATP-D und E,  nicht jedoch bei OATP-A oder 
PGT gezeigt werden konnte, lässt den Umkehrschluss zu, dass OATP-Transporter 
anscheinend wichtige Aufgaben in der fetalen Entwicklung übernehmen [Tamai et al., 
2000]. Die OATP2B1-Expression konnte von Kullak-Ublick et al. (2001) in Northern 
Blot Analysen bestätigt werden, in denen das stärkste Hybridisierungssignal in Leber 
und dann mit absteigender Intensität in Milz, Plazenta, Lunge, Niere, Herz, Ovarien, 
Dünndarm und Hirn verzeichnet wurde. OATP-B hat im Vergleich zur OATP1A- oder 
OATP1B-Familie ein schmales Spektrum an Substraten. Es wurde funktionell an X. 
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laevis Oozyten (BSP, DHEA-S, E1-3-S, nicht jedoch LTC4 und PGE2) [Kullak-Ublick et 
al., 2001] und transfizierten HEK293 Zellen (E-3-S, PGE2 (aber schwach!)) [Tamai et 
al., 2000] untersucht. Der Transporter besitzt eine höhere Affinität für Steroid-
Sulfatkonjugate als für Steroid-Glukuronatkonjugate [Tamai et al., 2001]. Sein muriner 
Ortholog oatp2b1 (moat1) transportiert verschiedene Entzündungsmediatoren wie 
Prostaglandin D2, E1, E2, Thromboxan B2, Iloprost (PGI2-Agonist) und Leukotrien C4 
[Nishio et al., 2000].  
 
1.5.2. OATP3A1    
 
OATP3A1 alias OATP-D wird ubiquitär in fetalen und adulten Geweben und in 7 von 8 
neoplastischen Geweben exprimiert [Tamai et al., 2000]. Humane OATP3A1-mRNA 
war reichlich in Hirn, Herz und Testis, schwach in Lunge, Niere, Ovarien und Pankreas 
vorhanden. Eine Reihenuntersuchung in neoplastischen Geweben ergab eine 
signifikante Expression bei diversen Leukämiezellen, beim Zervixkarzinom, 
Colonkarzinom, Lungenkarzinom und Melanom. Eine starke Proteinexpression ergab 
sich immunhistochemisch für verschiedene vaskuläre, renale und reproduktive Gewebe, 
die Organen entstammen, in denen Prostaglandine vitale Funktionen übernehmen 
[Adachi et al., 2003]. 
OATP3A1 transportiert E1-3-S und PGE2 [Tamai et al., 2000]. Adachi et al. (2003) 
isolierten OATP-D aus Hirngewebe und analysierten Gewebeverteilung (siehe oben) 
und Transportverhalten. OATP3A1 transportiert natriumunabhängig PGE1, PGE2 und 
PGF2α, jedoch nicht Methotrexat, Taucholate, PGD2, Iloprost oder TXB2.  
 
1.5.3. OATP4A1 
 
OATP4A1 alias OATP-E wird ubiquitär in fetalen, adulten (jedoch nicht in Leukozyten 
und Milz) und neoplastischen Geweben exprimiert [Tamai et al., 2000]. Seine 
Substratspezifität wurde in transfizierten HEK293 Zellen (PGE2, E1-3-S) [Tamai et al., 
2000] und an cRNA-injizierten X. laevis Oozyten (Taucholate, T3, rT3 und T4, jedoch 
nicht PGD2, PGE1, PGE2 oder PGF2α) [Fujiwara et al., 2001] untersucht. Fujiwara et al. 
(2001) sehen seine Hauptaufgabe im Transport von Schilddrüsenhormonen. 
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1.5.4. OATP5A1 
 
Über OATP-J liegen bisher keine Ergebnisse vor [König et al., 2006].  
 
1.6. Vektorieller Transport  
 
MRPs und OATPs zeigen Ähnlichkeiten in ihrem Substratprofil. Beide werden in 
diversen Geweben koexprimiert, insbesondere in Organen mit einer wichtigen Rolle in 
der Absorption, Verteilung und Elimination (Leber, Darm) oder in Organen mit 
essentiellen Grenzepithelien, wie dem Gehin, der Plazenta oder dem Ziliarkörper. Von 
einer koordinierten Aktivität kann ausgegangen werden [Kim, 2003; Marzolini et al., 
2004; König et al., 2006]. Die Interaktion von OATP-Influxtransporten und MRP-
Effluxtransportern wurde bereits im Xenobiotikatransport beschrieben und vektorieller 
Transport genannt. Liu et al. (2006) konnten an doppeltransfizierten Zellen den 
Transport von Enalapril und seinem Metaboliten Enalaprilat durch OATP1B1 
(Aufnahme) und MRP2 (Abgabe) zeigen. Ebenso konnte in neuesten Studien eine 
koordinierte Aktivität im Transport von Steroidsulfaten durch OATP2B1 und 
ABCG2/BRCP an der Plazenta gezeigt werden [Grube et al., 2007].  
Es wird vermutet, dass Influxtransporter wie OATPs (Phase 0) mit metabolisierenden 
Enzymen wie CYPs oder Transferasen (Phase I und II) und Effluxtransportern wie 
MRPs (Phase III) synergistisch interagieren [Merk et al., 2006]. Dieses entspricht dem 
klassischen Modell der Biotransformation, das besonders in der Leber beschrieben 
wurde. 
Als Biotransformation wird die chemische Entgiftungsreaktion der Zelle bezeichnet. 
Eine ganze Reihe von Enzymen ist an diesem Prozess beteiligt. In einem mehrstufigen 
Syntheseweg werden die meist lipophilen schwer ausscheidbaren Stoffe in 
wasserlösliche Produkte umgewandelt, um dadurch die Exkretion zu steigern und die 
Wiederaufnahme zu verhindern. Bei diesen Stoffen kann es sich um Endobiotika, 
körpereigene Stoffe, aber auch um Xenobiotika, körperfremde Stoffe, wie Zytostatika 
handeln. Insofern beeinflusst die Biotransformation die chemotherapeutische Wirkung.   
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Abbildung 1-4 Vektorieller Transport.  X = angehängte Gruppe (u.a. GSH) 
 
Die Substanz gelangt über einfache Diffusion oder aktiven Transport in die Zelle (Phase 
0). Dort wird ihr in der Phase I eine funktionelle Gruppe (-OH, -NH, -SH, - COOH) 
durch Hydrolyse, Reduktion oder Oxidation angehängt. Der Stoff kann dabei seine 
biologische Wirksamkeit einbüßen oder aktiviert werden. Die Hauptenzymfamilie, die 
die Oxidationsreaktionen katalysiert, ist die Cytochrom P450-Familie (CYP). In der 
Phase II wird dem Metaboliten durch Glukuronidierung, Sulfatierung, Acetylierung, 
Methylierung oder Konjugation mit Glutathion (durch Glutathion-S-Transferasen, 
GSTs) oder Aminosäuren eine Gruppe angehängt. Daran schließt sich der Antitransport 
(Phase III), d.h. die Ausschleusung aus der Zelle durch Transporterproteine (u.a. MRPs) 
an [Parkinson, 1996; Baron et al., 2001b; Merk et al., 2006]. 
Neben der Leber ist die Haut ein weiteres sehr stoffwechselaktives Organ, in dem 
MRPs und OATPs koexprimiert werden. Ihnen wird mit den Cytochrom P450-Enzymen 
eine wichtige dermatotoxikologische Bedeutung zugesprochen. Die Analyse der MDR-
assoziierten Transportproteine zeigte eine Expression von MRP1 und MRP3 bis 7, 
jedoch nicht von MRP2, in epidermalen Keratinozyten und dermalen Fibroblasten 
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[Baron et al., 2001b]. Schiffer et al. (2002) konnten OATP-Expression auf RNA- und 
Funktionsebene zeigen. Epidermale Keratinozyten exprimierten OATP2B1, OATP3A1 
und OATP4A1, jedoch nicht OATP1A2 oder OATP1B1.  
Auch in Neoplasien liegt oft eine Koexpression von Transportern der verschiedenen 
Superfamilien vor. In Hirntumoren konnte im entarteten Gliagewebe eine RNA-
Expression von SCLO1A2, SCLO1C1, SCLO1B1, SCLO2B1, ABCC1 und ABCC3 bis 
5 gezeigt werden. Auf Proteinebene wurde  allerdings nur MRP4 und MRP5 bestätigt. 
An der Blut-Tumor-Schranke zeigte sich hingegen eine Proteinexpression von 
OATP1A2 und OATP2B1 sowie MRP4 und MRP5 [Bronger et al., 2005]. Das 
Koexpressionsmuster von MRPs und OATPs im malignen Melanom wurde bisher nicht 
untersucht. 
Mittlerweile wird nicht nur eine Wechselwirkung von MRPs und OATPs im Endo- oder 
Xenobiotikatransport angenommen, sondern auch im transmembranären Transport von 
Prostaglandinen und Leukotrienen.   
 
1.7. Transporterregulation  
 
Die Genexpression von MRPs und OATPs wird nicht nur in Melanomzelllinien, 
sondern auch in verschiedenen anderen soliden Tumoren in vivo reguliert [u.a. Tamai et 
al., 2000, Bronger et al., 2005]. Die Regulation der Transportproteine geschieht auf 
mehreren Ebenen (DNA-, mRNA- und Proteinebene), für die in der aktuellen Literatur 
unterschiedliche Signalwege beschrieben wurden [Dreuw et al., 2005; Maher et al., 
2005, Hagenbuch &  Meier, 2003; Ho & Piquette-Miller, 2006]. Diese umfassen unter 
anderem gp130-, Protein Kinase C-, PXR/SXR-, PPARα- und AhR-vermittelte 
Signalwege. Für pregane X receptor (PXR)/ steroid and xenobiotica receptor (SXR) 
konnte in Mammakarzinomen eine positive Korrelation zur OATP-A Expression 
nachgewiesen werden [Miki et al., 2006]. Neben diesen bekannten Regulatoren der 
Xenobiotikatransporter kommt es aber auch in malignen Melanomen zur Aktivierung 
ubiquitärer Transkriptionsfaktoren wie NFκB, AP-1, Ets-1, LEF/TCT/β-Catenin und 
STATs sowie melanozyten-spezifischen Transkriptionsfaktoren wie PAX3 [Poser & 
Bosserhoff, 2004].  
Eine Regulation von extrazellulär wird unter anderem von Zytokinen ausgeübt, die 
sowohl prä- und posttranskriptional die Expression beeinflussen. Zytokine sind kleine 
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hormonähnliche Proteine, die in der Entzündungsantwort eine Rolle spielen und auto- 
oder parakrin wirken. Krebspatienten besitzen gerade in fortgeschrittenen Stadien der 
Erkrankung erhöhte Zytokinwerte und deren Konzentration kann als prognostischer 
Indikator angesehen werden [Ho & Piquette-Miller, 2006]. An Ratten führte eine 
Behandlung mit Endotoxinen (Lipopolysacchariden), also die Herbeiführung einer 
künstlichen Entzündungsreaktion, in der Leber zu einer Herunterregulation u.a. von 
mrp2, mrp6, oatp1, oatp2 und oatp4 und einer gleichzeitigen Hochregulation von mrp1 
und mrp3 auf mRNA-Ebene. Eine vorangehende Gabe von Dexamethason konnte 
dieses verhindern [Cherrington et al., 2004]. Besonders Interleukin-6 (IL-6), ein 
Hauptakteur in der Akut-Phase-Reaktion und in der Immunantwort, beeinflusst die 
MRP-Transkription. Nach Rezeptorbindung kommt es in der  folgenden Signalkaskade 
zu einer Aktivierung von Janus-Tyrosin-Kinasen (Jak) und über mehrere Schritte zur 
Phosphorylierung der signal transducer and activator of transcritpion (STAT) und 
MAP-Ser/Thr-Kinasen (Erk1/2, p38, JNK). Die Stimulation mit IL-6 in Kombination 
mit seinem löslichen Rezeptor  oder Oncostatin M (OSM), einem anderen Zytokin der 
IL-6 Zytokin-Familie, bei humanen Keratinozyten und Fibroblasten führte zu einer 
Hochregulation und einer verstärkten Aktivität von multidrug resistance-associated 
proteins  (MRP1 und MRP3 bis 5) sowie von STAT1, STAT3 und Erk1/2. Damit 
übereinstimmend wurde ebenfalls eine erhöhte MRP-Expression in Hautproben von 
Patienten mit Lichen planus und Psoriasis beobachtet, beides dermatologische 
Krankheitsbilder, die mit einer erhöhten IL-6-Typ-Zytokinkonzentration einhergehen. 
Die Tatsache, dass IL-6-Typ-Zytokine ebenfalls die Expression von Cyclooxygenase-2 
in einigen Zelltypen induzieren [Bernard et al., 1999] und MRPs auch als 
Prostaglandineffluxtransporter fungieren, legt nahe, dass IL-6 mit der Stimulation der 
Biosynthese und des Transports von Prostaglandinen zur Entzündungsreaktion beiträgt 
[Dreuw et al., 2004]. 
  
1.8. Transport von Prostaglandinen und Leukotrienen 
 
Neben ihrer Funktion beim Transport von Chemotherapeutika wurde in den letzten 
Jahren eine wichtige Bedeutung der Influx- (OATP) und Effluxproteine (MRP) beim 
aktiven transmembranären Transport von endogenen Entzündungsmediatoren wie 
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Prostaglandinen (PG), Thromboxanen (TX) und Leukotrienen (LT), unter dem Begriff 
Eikosanoide zusammengefasst, beschrieben. 
 
Tabelle 1-3 Übersicht über den MRP/OATP-mediierten Eikosanoidtransport 
Name Alias LTC4 PGA* PGD2 PGE1 PGE2 PGF2α TXB2 
ABCC1 MRP1 + +  - -   
ABCC2 MRP2 + +  - -   
ABCC3 MRP3 +   - -   
ABCC4 MRP4 +  
+ LTB4 
  + + + + 
ABCC5 MRP5    - -   
OATP1A2  OATP-A -    +   
OATP1B1  OATP-C +    +  + 
OATP1B3 OATP8 +    -   
OATP2A1  PGT   + + + + + 
OATP2B1  OATP-B -    +/-   
OATP3A1  OATP-D   - + + + - 
OATP4A1  OATP-E   - - +/- -  
OATP5A1  OATP-J Keine Studien vorhanden 
+Transport  -kein Transport  +/-widersprüchliche Ergebnisse *als Glutathionkonjugat 
Quellen: MRPs: Leier et al., 1994; Evers et al., 1998; Evers et al., 1997; Kawabe et al., 1999; Cui et al., 
1999; Zeng et al., 2000; Reid et al., 2003; Rius et al., 2005; Rius et al., 2008 OATPs: Kanai et al., 1995; 
Abe et al., 1999; Tamai et al., 2000; Kullak-Ublick et al., 2000;  Fujiwara et al., 2001; Adachi et al., 2003. 
 
Eikosanoide sind hormonähnliche lipidlösliche Mediatoren; chemisch gesehen handelt 
es sich um Arachidonsäurederivate. Sie regulieren gewebeabhängig diverse intra- und 
extrazelluläre immunologische Prozesse über spezifische Rezeptoren. Die Biosynthese 
erfolgt folgendermaßen: Phospholipasen katalysieren in einem ersten Schritt die 
Freisetzung von ungesättigten Fettsäuren (u.a. der essentiellen Fettsäure 
Arachidonsäure) aus Membranphospholipiden. Freie Arachidonsäure wird dann von 
zwei verschiedenen Enzymsystemen  weiterverarbeitet [Funk, 2001; Folco & Murphy, 
2006]:  
1) Cyclooxygenase (COX) alias Prostaglandin-H2-Synthase (PGHS), mit den zwei 
Isoformen COX-1 und COX-2 
2) 5-Lipoxygenase (5-LOX)  
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1.8.1. Leukotriene  
 
Die Freigabe von endogenem LTC4 durch leukotriensynthetisierende Zellen sowie die 
Aufnahme und hepatobiliäre bzw. renale Elimination wird von Transportern der MRP- 
und OATP-Familie gesteuert [Jedlitschky et al., 2002]  
 
 
Abbildung 1-5 Leukotrien C4-Biosynthese und -Transport 
 
LTA4-Hydrolase- und LTC4-Synthase-Aktivität und das Produkt LTC4  konnt bereits in 
Melanomzellen nachgewiesen werden; 5-Lipoxygenase-, γ-Glutamyl-
Transferaseaktivität und ihr Produkt LTD4 fehlten jedoch. Ein Import von LTA4 aus 
Nachbarzellen mit LOX-Aktivität ist wahrscheinlich [Okano-Mitani et al., 1997]. 
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Goulet et al. (2003) konnten in Melanozytenkulturen keine 5-HPETE Produktion 
nachweisen.  
Es ist bekannt, dass LTC4 ein potentes Mitogen bei in Kultur gehaltenen Melanozyten 
ist [Morelli et al., 1989] und die melanozytäre Migration fördert [Morelli et al., 1992]. 
Reich et al. (1989) beobachteten bei In-vitro-Studien an murinen Melanomzellen, deren 
Medium mit Eikosapentaensäure (ein biologisch weniger aktives Homolog der 
Arachidonsäure) versetzt war, eine geringere Invasionstiefe und Collagen-IV-
Produktion. Gleiches konnte auch mit spezifischen Inhibitoren des Lipoxygenaseweges 
(Eskuletin, Kaffeesäure) erreicht werden. Die intravenöse Injektion von Melanomzellen, 
die mit unterschiedlichen Eikosaptaensäuremengen vorbehandelt wurden, in 
syngenetische Mäuse zeigte eine mit ansteigender Eikosapentaensäure-Konzentration 
abnehmende Metastasierungstendenz in die Lungen [Reich et al., 1989].  
LTB4 wird in der Literatur mit Chemotaxie und Leukozytenadhäsion in Verbindung 
gebrach; seine genaue Rolle insbesondere seine Wirkung über B-LT2 Rezeptoren ist 
noch unklar [Funk, 2001]. 
 
1.8.2. Prostaglandine 
 
Die Wirkung der Prostaglandine und Thromboxane, zusammen als Prostanoide 
bezeichnet, ist abhängig von Produktion (COX), Freigabe (MRP), Rezeptorbindung 
(EP), Wiederaufnahme (OATP) und Signalterminierung. Prostanoidtransport wird nach 
heutigem Wissensstand von drei Transportproteinfamilien mediiert: MRP, OATP und 
OAT [Schuster, 2002; Marzolini et al., 2004].  
Die PG-Funktionen im Zellstoffwechsel sind außerordentlich vielfältig, und man kann 
nicht von einem einheitlichen Wirkmechanismus sprechen [Gupta & DuBois, 2001]. 
Prostaglandine beteiligen sich an einer großen Bandbreite an physiologischen und 
pathologischen Zellprozessen. Sie, und somit auch ihr durch membranständige Proteine 
vermittelter Transport und ihre Produktion durch die Cyclooxygenase, haben eine 
wichtige Bedeutung bei der Tumorpathogenese. 
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Abbildung 1-6 Prostaglandinbiosynthese und -transport 
 
Prostaglandin E2 hat durch seine Fähigkeit zur Stimulation von Zellproliferation (über 
den epidermal growth factor receptor, EGFR) und -migration, Inhibition von Apoptose 
(über Fas und Bcl), Steigerung der Angiogenese (über den vascular endothelial growth 
factor, VEGF) und Erhöhung der Invasivität eine wichtige Funktion in der 
Tumorgenese und wirkt insgesamt proonkogen  [Dannenberg & Subbaramaiah, 2003; 
Konturek et al., 2005].  
 
Prostaglandin A‘s sind das Dehydratationsprodukt von Prostaglandinen der E-Serie. 
Durch Akkumulation im Zellkern entfalten sie insgesamt eine proliferationshemmende 
Wirkung. Sie führen zum Zellzyklus-Stopp, fördern Apoptose, aktivieren Hitzeschock-
Transkriptionsfaktoren und inhibieren die virale Replikation [Evers et al., 1997; van 
Iersel et al., 1999; Kolberg et al., 2006]. Kolberg et al. (2006) beobachteten im 
Mausmodell eine erhöhte Aktivität von PGAs im Tumorgewebe (Walker256-
Kazinosarkom-Tumorzellen) mit einer geringen Konzentration in den Tumorzellen 
selbst, aber einer Akkumulation in den Lymphozyten. Sie konnten ebenfalls in den 
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Tumorzellen eine Überexpression von MRP1, einem Glutathionkonjugat-
Effluxtransporter, nachweisen. Transfektion der MRP1-defizitären Lymphozyten mit 
MRP1 hob den toxischen Effekt der Prostaglandine bei diesen auf. Pathophysiologisch 
„entgehen“ die Tumorzellen im Gegensatz zur lymphozytären Umgebung durch 
Expression von MRP1 der Wirkung der immunsuppressiven PGA-Produktion im 
Tumorgewebe.      
 
In der Krebsbiologie wird von den COX-Enzymen besonders der Cyclooxygenase-2 
eine wachstumsfördernde Funktion zugeschrieben [Denkert et al., 2001]. 
Verschiedenste Studien konnten die Beteiligung von COX-2 in der Pathogenese von 
Karzinomen mehrerer Organe demonstrieren: Brust, Lunge, Blase, Ovar, Zervix, 
Prostata, Pankreas, Haut, Magen-Darm-Trakt [Dannenberg & Subbaramaiah, 2003]. 
Direkte Beweise gelangen in genetischen Studien, in denen transgene Mäuse, die COX-
2 in basalen Keratinozyten überexprimierten, epidermale Hyper- und Dysplasien 
entwickelten [Neufang et al., 2001].  
Melanonozyten, Melanomzellen und Keratinozyten exprimieren alle COX-1 und COX-
2, haben jedoch unterschiedliche PG-Produktionsprofile mit einer PGE2-Produktion in 
Keratinozyten und PGE2- und PGF2α-Produktion in Melanomzellen [Nicolaou et al., 
2004]. In Keratinozyten wirkt PGE2 fördernd auf die Differenzierung. Aktuelle 
Untersuchungen zeigten eine gesteigerte Expression von COX-2 in malignen 
Melanomen [Denkert et al., 2001; Goulet et al., 2003; Kuźbicki et al., 2006].  
Kuźbicki et al. (2006) zeigten an 64 melanozytären Läsionen immunhistologisch mit 
COX-2-Antikörpern gelegentliche Färbungen bei Nävi und drastisch ansteigende bei 
Melanomen und höchste Färbeintensitäten bei Metastasen. Die Färbeintesität korrelierte 
mit der tumoralen Eindringtiefe. Noduläre Melanome färbten sich eher an als 
superfiziell spreitzende Melanome. Die COX-2-Expression war abhängig vom Typ der 
melanozytären Läsion (Nävi  < Primärtumor < Metastase), Staging (mit zunehmender 
Expression bei Fortschreiten der Erkrankung) und histopathologischen Kriterien (Clark, 
Breslow). Geschlussfolgert wurde, dass COX-2 die Metastasierungstendenz steigere 
und ein prognostischer Marker des malignen Melanoms sei.  
 
Die krebsfördernde Wirkung der Cyclooxygenase und ihrer Produkte kann durch 
nichtsteroidale Entzündungshemmer (NSAIDs) inhibiert werden. Duale Inhibitoren der 
Cyclooxygenase-1 und -2 konnten in Studien das Fortschreiten von  Kolonkarzinomen 
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in Frühstadien stoppen und bei Patienten mit Familiärer Adenomatöser Poliposis Coli 
(FAP) das Krebsrisiko, Adenomgröße und Adenomzahl senken. Neuere Studien nutzen 
vorzugsweise selektive COX-2-Hemmer (Coxibe) mit einer geringeren 
Nebenwirkungsrate durch Erhalt der COX-1-mediierten Funktionen, wie 
Magenschleimhautschutz und Blutungszeit, aber mit erhöhten kardiovaskulären 
Sekundäreffekten [Konturek et al., 2005].  
Es gibt bereits erste Hinweise, dass auch beim malignen Melanom Coxibe ein 
interessanter alternativer Therpieansatz sein können. Ein erster Fallbericht erschien 
2002 im British Medical Journal von K. S. Wilson. Ein Patient (68 Jahre) mit 
metastasiertem malignen Melanom (T4bN1), Erstdiagnose 1995 und bereits diversen 
Therapien (Exzision, Cancervax, IL-2, IFN-α2a, BCNU, Cisplatin, DTIC und 
Tamoxifen), erhielt im Rahmen eines auftretenden Gichtanfalls im Jahr 2000 auf 
eigenen Wunsch 200mg Celecoxib täglich. Im Verlauf konnte eine Regression der 
multiplen Lungenmetastasen und zwei Jahre später ein Verschwinden dieser im 
Röntgen-Thorax festgestellt werden. Die Remission hielt bis mindestens 2006 an 
[Wilson, 2002 & 2006]. Es kann sich natürlich auch um eine spontane Tumorregression 
handeln, die beim malignen Melanom jedoch eine Seltenheit darstellt. In einer kleinen 
klinischen Studie konnten 26 Patienten mit metastasiertem malignem Melanom, bei 
denen sämtliche Therapieoptionen ausgeschöpft waren (IFN, Radio-, 
(Bio)Chemotherapie), mit der gleichen Dosis Celecoxib behandelt werden. Es ergab 
sich folgendes positives Outcome: eine komplette Remission, zwei partielle und drei 
gemischte (stabile und partielle Regression) [Wilson & Allan, 2005]. Ein weiterer 
Kasus wurde von Lejeune et al. (2006) berichtet: Bei einer 72jährigen Patientin wurde 
im Jahr 2000 ein malignes Melanom (T4aN3) am linken Bein diagnostiziert und 
chirurgisch (Exzision und Lymphknotendissektion) und erfolglos chemotherapeutisch 
beim Auftreten von In-transit-Metastasen behandelt (Fortemustin, Dacarbazin, 
Temozolomid, TNF, IFN-γ, Melphalan). Bei disseminiertem Hautbefall wurde eine 
Einzeltherapie mit 25 mg Rofecoxib/die angesetzt mit anschließendem Rückgang und 
Verschwinden von über 90% der Hautmetastasen. Trotz weiterhin befriedigendem 
Hautbefund wurden multiple Metastasen retroperitoneal sowie in Lunge, Becken, Leber 
und Hirn diagnostiziert. Ein massiver pleuroperikardialer Erguss führte 4 Jahre nach 
Erstdiagnose zur massiven Verschlechterung des Allgemeinzustandes und die Patientin 
verstarb kurz darauf.    
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Dass jedoch nicht nur Coxibe ein interessanter therapeutischer Ansatz sind, zeigten 
Baron et al. (2005), die in vitro eine 5-fache Downregulation von COX-2 in humanen 
Fibroblasten und Keratinozyten bei Behandlung mit mehreren Retinoiden (all-trans-, 9-
cis- und 13-cis-Retinoinsäure und ihrer 4-oxo Metabolite) nachweisen konnten. 
Klinische Anwendung finden die Retinoide in der Krebsprävention  u.a. bei Xeroderma 
pigmentosum, bei der die lokale und systemische Gabe empfohlen wird [Kraemer et al., 
1992].  
 
1.9. Transporters associated with antigen processing 
 
Die transporters associated with antigen processing 1 und 2 (TAP1 und 2) gehören zur 
Subfamilie B der ABC-Transporterfamilie (ABCB2 und ABCB3). Im Unterschied zu 
den meisten ABC-Transportern handelt es sich bei TAP1 und TAP2 um 
Halbtransporter, die ein Heterodimer bilden [Dean et al., 2001]. Sie spielen bei der 
Tumorabwehr eine bedeutende Rolle. Für eine erfolgreiche Immunantwort bzw. 
Tumorelemination durch zytotoxische CD8+ T-Zellen ist die spezifische Erkennung 
eines Antigens notwendig. Zytotoxische T-Zellen erkennen keine intakten 
Proteinantigene, sondern Peptide aus intrazellulären Molekülen (z.B. tumorassoziierte 
Antigene, virale Proteine), die von major histocompatibility complex (MHC) class I - 
Moleküle auf der Zelloberfläche von Zellen präsentiert werden. An diesem Prozess sind 
TAP-Proteine beteiligt (siehe Abbildung 5-2). 
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2. Problemstellung 
 
ABC- (u.a. MDRs, MRPs, TAPs) und SLC-Proteine (u.a. OATPs) sind zwei 
Superfamilien von Membrantransportproteinen, die die Translokation von Substanzen 
über eine biologische Membran an die ATP-Hydrolyse und respektive an den 
Antitransport einer zweiten Substanz koppeln. Sie zeichnen sich durch eine große 
Substratvielfalt aus und beeinflussen durch ihre entscheidende Rolle bei 
Chemoresistenz, Entzündung und Tumorabwehr die Tumorentwicklung. Die simultane 
Resistenz von Tumorzellen gegenüber mehreren nicht verwandten zytotoxischen 
Substanzen wird als multidrug resistance bezeichnet und durch die Aktivität 
verschiedener membranständiger Transportproteine (P-gp, MRPs, OATPs) 
hervorgerufen. Die Interaktion von OATP-Influxtransportern (Aufnahme) und MRP-
Effluxtransportern (Antitransport) wurde bereits im Xenobiotikatransport beschrieben 
und vektorieller Transport genannt. Neben ihrer Funktion beim Transport von 
Chemotherapeutika und anderen endogenen oder exogenen Noxen wurde in den letzten 
Jahren eine wichtige Bedeutung der Influx- (OATPs; SLCOs und OATs; SLC22As) und 
Effluxproteine (MRPs; ABCCs) beim aktiven transmembranären Transport von 
endogenen Entzündungsmediatoren wie Prostaglandinen und Leukotrienen beschrieben. 
Obwohl die Erkenntnisse gerade im Eikosanoidtransport und -wirkmechanismus noch 
unvollständig sind und die Funktion der einzelnen Transporter noch nicht endgültig 
geklärt ist, gibt es genügend Hinweise auf eine tragende Rolle in der Krebsbiologie, die 
durch klinische Studien mit Cyclooxygenaseinhibitoren gestützt wird. Ein wichtiger 
tumorimmunologischer Beitrag wird ebenfalls den TAP-Transportern (ABCB2 und 3) 
durch den Transport von Antigenen und der konsekutiven Präsentation durch MHC-I-
Rezeptoren zugesprochen. Ein Zusammenhang zwischen der TAP-Regulation und IFN-
α, dem wichtigsten Pharmakon der adjuvanten Melanomtherapie, konnte gezeigt 
werden. 
Die Zytostatikaresistenz und die bekannten krebsfördernden immunologischen 
Mechanismen wurden bisher insbesondere bei anderen Malignomen als dem malignen 
Melanom untersucht. Gerade das maligne Melanom gilt jedoch als immunogener Tumor 
und einer der chemoresistentesten dazu. Seine Prognose im Metastasenstadium ist 
immer noch infaust. 
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In dem Projekt sollte die Bedeutung der erwähnten Proteine beim malignen Melanom 
untersucht werden. Eine breit angelegte Transporter-Studie beim malignen Melanom hat 
noch nicht stattgefunden. Die Transporter wurden im Hinblick auf ihre mRNA-
Expression in 18 etablierten Primär- und Metastasenmelanomzelllinien und in primären 
humanen Melanozyten untersucht und anschließend wurden die malignen mit den 
benignen Zellen in ihrer Transporterregulation verglichen. Als potentielle 
Kandidatentransporter für einen MDR-Phänotyp und/oder Eikosanoidtransport gehen 
aus der Literatur über 30 Gene hervor. Deswegen war es zweckmäßig zuerst eine 
Screeninguntersuchung des gesamten Genoms mit wenigen Melanomzelllinien (n=5) 
und Melanozyten durch die Genchiptechnologie durchzuführen. Relevante Ergebnisse 
wurden dann mit der sensitiveren Real-time PCR bei allen etablierten 
Melanomzelllinien (n=18) bestätigt und vertieft. Im Ergebnis konnte schließlich für jede 
Melanomzelllinie ein spezifisches Expressionsprofil für o.g. Transportproteine gezeigt 
werden.  
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3. Material und Methoden 
 
Folgende Abbildung zeigt den Weg von der Zelle zur Genexpressionsanalyse: 
 
 
 
Abbildung 3-1 Methodenfolge 
 
3.1. Probenmaterial 
 
Insgesamt gelangten 18 humane Melanomzelllinien zur Untersuchung. Davon wurden 
fünf von der „American Type Culture Collection“ (ATCC, Manassas, USA) und 10 von 
der „Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen“ (DSMZ, 
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Braunschweig) bezogen. Drei weitere wurden dem Labor von Frau Professor Dr. rer. 
nat. Bosserhoff (jetzt Institut für Pathologie, Uni Regensburg, vorher Institut für 
Pathologie, RWTH Aachen) zur Verfügung gestellt. Acht der Melanomzelllinien 
stammen aus Primärtumor-Proben der Haut, zehn aus Metastasen-Proben.   
Die Vergleichszellen, primäre Hautmelanozyten, wurden aus anonymen  Vorhautproben 
isoliert und kultiviert. Die Verwendung dieser Zellen zu Forschungszwecken war durch 
die Ethikommission des Universitätsklinikums Aachen genehmigt worden. 
 
Tabelle 3-1 Übersicht über das gesamte untersuchte Probenmaterial 
Name Nummer Herkunft Zelltyp Gewebe 
G-361 CRL-1424 ATCC MM  Primärtumor 
Sk-Mel-5 HTB-70 ATCC MM  Metastase Lk 
Sk-Mel-24 HTB-71 ATCC MM  Metastase Lk 
Sk-Mel-28 HTB-72 ATCC MM  Primärtumor 
Sk-Mel-31 HTB-73 ATCC MM  Primärtumor 
Colo-679 ACC 264 DSMZ MM  Metastase Weichteile 
Colo-818 ACC 81 DSMZ MM  Metastase 
Colo-849 ACC 216 DSMZ MM  Metastase Lk 
Mel-HO ACC 62 DSMZ MM  Primärtumor 
IPC-298 ACC 251 DSMZ MM  Primärtumor 
IGR-1  ACC 236 DSMZ MM  Metastase Lk 
IGR-37 ACC 237 DSMZ MM  Metastase Lk * 
IGR-39 ACC 239 DSMZ MM  Primärtumor * 
Mel-JUSO  ACC 74 DSMZ MM  Primärtumor 
Sk-Mel-30 ACC 151 DSMZ MM  Metastase subkutan 
Mel-IM  Pathologie MM  Metastase 
Mel-JU  Pathologie MM  Metastase 
Mel-WEI  Pathologie MM  Primärtumor 
Melanozyten  Hautklinik Melanozyten menschliche Vorhäute 
* IGR 37 und 39 entstammen dem gleichen Patienten; Lk = Lymphknoten, MM = malignes Melanom 
 
Was die Referenzen für die einzelnen Zelllinien angeht, so wird auf die aktuellen 
Kataloge der DSMZ [Drexler et al., 2001] und der ATCC [ATCC, 2004] verwiesen. 
Mel-IM, Mel-JU und Mel-WEI sind mehrfach von Bosserhoff et al. beschrieben worden 
[u.a. Behrmann et al., 2003]. 
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3.2. Zellkultur  
3.2.1. (Sub-)Kultivierung der Melanomzellen  
 
Reagenzien: 
• Dulbecco’s Modified Eagle Medium (D-MEM): liquid, High Glucose + 4500mg/l 
Glucose + GlutaMAX TMI - Pyruvat (GIBCO, Art. Nr. 61965-026) 
• Fetal Bovine Serum, FBS (Biochrom, Kat. Nr. S0113/5) 
• Trypsin/EDTA (Cambrex Clonetics, Kat. Nr. CC-5012) 
• Trypsin Neutralisation Solution TNS (Cambrex Clonetics, Kat. Nr. CC-5002) 
• Demethyl Sulphoxide, DMSO (Sigma-Aldrichs, USA; Art. Nr.  D2650) 
• D_PBS CaCl2 MgCl2 (GIBCO, Art. Nr. 14190-094) 
 
Durchführung: 
Die Zellkulturschalen wurden im Brutschrank bei 37°C und einer befeuchteten 
Atmosphäre von 5% CO2 und 95% Luft inkubiert. Für alle Melanomzelllinien wurde 
ein Kulturmedium aus D-MEM-High Glucose und FBS in einem Verhältnis von 9 + 1 
verwendet.  
Die Verdopplungsraten der hier genutzten Zellen waren von Zelllinie zu Zelllinie 
unterschiedlich und reichten von 28 bis 100 Stunden [Drexler et al., 2001; ATCC, 
2004]. Mit Erreichen von 90 - 100% Konfluenz wurden die Zellen zur Subkultivierung 
in einem der Zelllinie eigenen Verhältnis von 1:2 bis 1:5 gesplittet. Beim Passagieren 
fand zum Ablösen der Zellen vom Boden der Petrischale Trypsin, ein proteolytisches 
Enzym, Verwendung. Dafür wurde zuerst das Medium in der Kulturschale entfernt und 
der Zellrasen zweimal mit 10ml D_PBS gespült. Danach wurden 2ml Trypsin/EDTA 
zugegeben. Anschließend wurden 2ml TNS zur Trypsinneutralisierung in die 
Petrischale pipettiert, die Suspension in ein 15ml-Röhrchen überführt und bei 600g für 5 
Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde erneut entfernt und das Zellpellet je nach 
Teilungsverhältnis der Zelllinie in 3ml bis 6ml vorgewärmtem Kulturmedium aufgelöst 
und dann entsprechend auf 2 bis 5 Petrischalen gleichmäßig verteilt. Der Inhalt der 
Kulturschalen wurde dann mit Kulturmedium ergänzt und auf insgesamt 10ml 
aufgefüllt.    
Zur Lagerung wurde das Zellpellet in Einfriermedium (10% DMSO, 40% DMEM, 50% 
FBS) suspendiert und in flüssigem Stickstoff  bei -196°C langfristig aufbewart.  
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3.2.2.  (Sub-)Kultivierung der Melanozyten  
 
Reagenzien: 
• Melanozyten-Medium154 (Cascade Biologicals, Kat. Nr. M-154-500) 
• Human Melanoma Growth Supplement (HMG-S) (Cascade Biologicals, Kat. Nr. S-
002-5) 
• Dispase II (Roche, Kat.Nr.165859) 
 
Durchführung: 
Als Zellkultur kamen neben den Melanomzelllinien primäre humane Melanozyten 
(PHM) zum Einsatz, die aus Vorhäuten isoliert wurden. Mit Hilfe von Dispase wurde 
die Epidermis der Vorhäute abgelöst und anschließend mit Trypsin bei 37°C inkubiert. 
Die durch das Trypsin gelösten Zellen wurden 5min bei 1200rpm zentrifugiert und in 
10ml Melanozyten-Medium154/HMG-S resuspendiert und in Kultur genommen. 
Medium154 ist ein spezielles Melanozyten Medium; der Zusatz HMG-S enthält bovines 
Hypophysenextrakt, fetales bovines Serum, bovines Insulin, bovines Transferrin, Basis-
Fibroblasten-Wachstumsfaktor, Hydrokortison, Heparin und PMA (Phorbol 12-
myristate 13-acetate). Es wurde auch hier auf Antibiotika verzichtet.  
Die Zellen wurden in Kulturflaschen im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. 
Ein Mediumwechsel erfolgte alle zwei Tage nach Begutachtung der Zellen unter dem 
Mikroskop. Passagiert wurde nach Erreichen von ca. 90% Konfluenz mit Hilfe von 
Trypsin/EDTA und TNS und gesplittet in einem Verhältnis von maximal 1:3, wobei es 
wichtig war, die Zellen möglichst dicht auszusäen. Die zu Gesamt-RNA verarbeiteten 
Zellen entstammten meist der 3. Passage. Um ausreichend Material zur Gesamt-RNA-
Isolierung zu aquirieren, wurden die Zellen mehrerer Spender (n ≥ 3) am Ende gepoolt. 
 
3.3. Isolierung von Gesamt-RNA 
 
Im nächsten Schritt wurde aus den gezüchteten Melanomzellen und Melanozyten 
Gesamt-RNA isoliert. Als Gesamt-RNA wird die Summe der zellulären rRNA, mRNA, 
tRNA und snRNA bezeichnet. Es wurde sowohl zytoplasmatische als auch nukleäre 
RNA isoliert. Pro Isolierungsschritt kann RNA von ca. 5 x 106 Zellen gewonnen 
Material und Methoden 
 
45 
 
werden. Die Zellkulturschale sollte zu ca. 90% konfluent sein, um eine möglichst hohe 
RNA-Ausbeute zu erreichen. 
Die folgenden Schritte wurden mit dem NucleoSpin-RNA-II-Kit gemäß den 
Herstellerangaben durchgeführt. 
 
Reagenzien und Materialien: 
• NucleoSpin RNA II (Macherey - Nagel, Düren; Kat. Nr. 740955.50)  
o Buffer RA1 
o Buffer RA2 
o Buffer RA3 
o Membrane Desalting Buffer (MDB) 
o DNase Reaction Buffer 
o DNase I (RNase free) 
o RNase freies Wasser 
o NucleoSpin Filter Units (Filtereinheiten) 
o NucleoSpin RNA II Columns (Säulen) 
o NucleoSpin Collecting Tubes (Sammelgefäße) 
• 2-Mercaptoethanol (Bio-Rad Laboratories; Kat. Nr. 161-0710) 
• Ethanol 70% (Apotheke Uniklinikum Aachen) 
• Ethanol absolut (KMF Laborchemie, Lohmar; Art. Nr. 08-205) 
• D_PBS, CaCl2 MgCl2 (GIBCO, Art. Nr. 14190-094) 
 
Durchführung: 
Zur Vorbereitung des Kits wurden zu den 12,5ml RA3-Puffer 50ml Ethanol absolut 
zugegeben und bei Raumtemperatur gelagert. In die DNase I - Ampulle wurden 540µl 
RNase-freies Wasser zugegeben, der Inhalt aliquotiert und bei -20°C gelagert. 
 
Für die Gesamt-RNA-Isolierung wurde erst die Zellkulturschale mit den zu isolierenden 
Zellen vorbereitet und nach dem Absaugen des Mediums die Schale zwei Mal mit 10µl 
D_PBS ausgewaschen. 350µl RA1 und 3,5µl 2-Mercaptoethanol wurden zur Zelllyse 
direkt in die Schale gegeben und durch Schwenken gleichmäßig verteilt, bis der ganze 
Boden bedeckt war. Anschließend wurde der Zellrasen mit dem Zellschaber abgekratzt 
und die Suspension in eine NucleoSpin Filtereinheit (in ein Sammelgefäß gesteckt) 
gegeben. Dieses wurde eine Minute bei 11.000g zentrifugiert, der NucleoSpin Filter 
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entfernt und 350µl Ethanol (70%) zum Filtrat in das Sammelgefäß pipettiert, mit der 
Pipette gut durchmischt und auf eine NucleoSpin-RNA-II-Säule gegeben. Es folgte ein 
zweiter Zentrifugationsschritt von 30 Sekunden bei 8.000g, in dem die RNA an der 
Silikonmembran der Säule adsorbiert wurde. Das  Sammelgefäß der Säule wurde 
gewechselt, 350µl MDB zum Entsalzen auf die Säule hinzugefügt, und eine Minute bei 
11.000g zentrifugiert. Schließlich wurde 95µl der vorbereiteten DNA-
Reaktionsmischung (10µl DNase I und 90µl DNase-Reaktionspuffer, pro Isolierung) 
direkt auf den Filter aufbracht und 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, um 
residuelle DNA abzubauen. 
Es folgten drei Waschschritte [1.) 200µl RA2-Puffer; 2.) 600µl RA3-Puffer und 3.) 
250µl RA3-Puffer] mit jeweils einem anschließenden Zentrifugationsschritt [1.) und 2.) 
30 Sekunden bei 8.000g und 3.) 2 Minuten bei 11.000g]. In diesen Schritten wurden 
Salze, restliche zelluläre Komponenten und Metaboliten entfernt.  
Die NucleoSpin-RNA-II-Säule wurde auf ein 1,5ml-Reaktionsgefäß gesetzt und die 
RNA in 40µl RNase-freiem H2O bei einem letzten Zentifugationsschritt (1 Minute bei 
11.000g) eluiert.  
Um eine optimale Stabilität zu gewährleisten, und sie vor Hydrolyse zu schützen, wurde 
die gewonne RNA im Anschluss kurzfristig auf Eis bei +4°C gelagert und direkt mit 
dem Spectrophotometer (siehe Kapitel 3.4) gemessen. Es wurde pro Isolierung für eine  
Qualitätskontrolle mit dem Agilent Bioanalyzer (siehe Kapitel 3.5) ein Aliquot von 
1,5µl in ein 0,5ml-Reaktionsgefäß pipettiert. Die RNA wurde, wenn sie nicht direkt 
weiterverarbeitet wurde, langfristig bei -80°C im Eisschrank gelagert.  
 
3.4. Messung der RNA mit dem Spectrophotometer 
 
Der Gesamt-RNA-Isolierung schloss sich immer eine photometrische Messung mit dem 
„NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer“ zur Nukleinsäure-Konzentrations- und 
Qualitätsbestimmung an. Die Basis der Berechnung ist das Lambert – Beersche - Gesetz 
(E = ε × c × d), nach dem eine Absorptionseinheit (AU) bei einer Wellenlänge von 
260nm einer RNA-Konzentration von 40µg/ml entspricht. Der optimale Messbereich 
für RNA-Konzentrationen liegt bei 2 bis 3000ng/µl. 
 
 
Material und Methoden 
 
47 
 
Durchführung: 
Es wurde 1µl des RNase-freien Wassers (Macherey-Nagel), in dem die RNA bei der 
Isolierung eluiert wurde, auf das Ende der Fiberoptik aufgetragen und gemessen. Nach 
dieser sogenannten Eichung (Blank) wurde der Tropfen mit einem speziellen 
Reinigungstuch entfernt und der Vorgang mit 1µl der Probe wiederholt. Das Ergebnis 
wurde graphisch (Wellenlänge → Extinktion) mit der Software „NanoDrop 2.5.0“ 
dargestellt und sowohl die Konzentration als auch die 260/280-Ratio angegeben. Alle 
gemessenen Proben lagen im optimalen Konzentrationsbereich. 
Bei einer Wellenlänge von 280nm, dem Absorptionsmaximum zyklischer Aminosäuren, 
kann der Grad der Verunreinigung durch zelluläre Elemente ermittelt werden. Um eine 
optimale RNA-Reinheit zu garantieren und v.a. eine Kontamination mit Protein so weit 
wie möglich auszuschließen, fanden nur Proben mit einer 260/280-Ratio von 2,0±0,1 in 
der Microarray-Expressionsanalyse und der Real-time PCR Verwendung [NanoDrop, 
2003].  Die benötigte RNA-Menge für jeden Array  betrug 5µg und sollte in einem 
Volumen von maximal 8µl gelöst sein. Bei einer zu geringen Konzentration, aber 
entsprechend vorhandener Menge, wurde die Probe mit dem „Concentrator 5301“ 
(Eppendorf) konzentriert. 
 
3.5. Messung der RNA mit dem Agilent 
 
Die gewonnenen RNA-Proben wurden mit dem „Agilent Bioanalyzer 2100“ als einer 
weiteren  Qualitätskontrolle neben dem NanoDrop begutachtet. Die Technik des 
Bioanalyzer basiert auf der klassischen Gelelektrophorese, allerdings im Chipformat. 
Der Chip beinhaltet Proben-, Gel- und Ladder-Wells ( = Vertiefungen, die einem 
unabhängigen Reaktionsbehälter gleichkommen) und ist mit einem Netzwerk aus 
Mikrokanälen durchzogen. Diese Kapillaren werden mit einem Polymer und einem 
Farbstoff gefüllt. In jedes Well taucht eine Elektrode ein. Wird eine Spannung angelegt, 
dann trennen sich die RNA-Moleküle in diesem Spannungsgradienten der Größe nach 
auf. Der Farbstoff  interkaliert innerhalb der Nukleinsäure und eine laserinduzierte 
Fluoreszenz wird von Gerät gemessen. Mit je 1µl kann sowohl die Qualität als auch die 
Konzentration der Gesamt-RNA von 12 Proben pro Chip geprüft werden.  
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Geräte: 
• Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) mit 
o Chip Priming Station 
o IKA Vortex Mixer 
o 2100 Expert Software 
• Thermomixer comfort (Eppendorf) 
 
Reagenzien: 
• RNA 6000 Nano LabChip Kit (Agilent Technologies, Art. Nr. 5065-4476)  
o RNA 6000 Nano Chips 
o zwei RNA 6000 Nano Chips Elektrodenreiniger 
o RNA Nano Dye Concentrate (Farbstoffkonzentrat) 
o RNA 6000 Nano Marker 
o RNA 6000 Nano Gel Matrix 
o Spin Filter (Filtergefäß) 
o Tubes für Gel-Dye Mix 
o Syringe Kit  
• RNA 6000 Ladder (Ambion, Kat. Nr. 7152) 
• RNase Zap (Ambion, Kat. Nr. 9780) 
• RNase-freies Wasser (aus NucleoSpin-Set, s.o.) 
 
Durchführung: 
Alle Reagenzien und Proben mussten zum Equilibrieren 30 Minuten bei 
Raumtemperatur gelagert werden. Die RNA-Konzentration jeder aliquotierten Probe 
sollte zwischen 25 und 500ng/µl liegen. Falls nötig wurde mit RNase-freiem Wasser 
entsprechend verdünnt.  
Die Aliquots der Proben und ein Aliquot der Ladder (1,5µl) wurden 2 Minuten  bei 
70°C im Heizblock denaturiert und danach sofort auf Eis gelagert. 
 
Zuerst wurde zur Gelvorbereitung 550µl Gel-Matrix in das Filtergefäß gegeben, 10 
Minuten bei 1500g zentrifugiert und der Filter verworfen. 65µl des filtrierten Gels 
wurden in ein 0,5ml-Reaktionsgefäß überführt und 1µl des Farbstoffkonzentrates  hinzu 
gegeben, gründlich durchmischt und auf Eis bei +4°C gelagert. Kurz vor Benutzung 
wurde der Farbstoff-Gel-Mix 10 Minuten bei 13.000g zentrifugiert.     
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Dem schloss sich das Beladen des Chips auf der Chip Priming Station an. 9µl des Gels 
wurden in ein bestimmtes Well pipettiert, anschließend das Gel durch den Druck, der 
mit dem Kolben der Spritze in der Station ausgeübt wurde, im Chip verteilt.  
9µl des Gels wurden in zwei weitere Vertiefungen pipettiert. In alle Proben-Wells (1 - 
12) und das Ladder-Well (Leitersymbol) wurde je 5µl Nano-Marker gegeben. Dann 
wurden 1µl Ladder in das Ladder-Well und die gleiche Menge jeder Probe in das 
vorgesehene Proben-Well pipettiert. Vor der Analyse des Chips wurde dieser noch eine 
Minute gevortext. Der Chip wurde in den Bioanalyzer gelegt und mit der Software das 
Assay „Eukaryote Total RNA Nano“ gestartet.  
Vor Gebrauch des Bioanalyzers sollten die Elektroden erst mit der 
Elektrodenreinigerkammer I,  befüllt mit 350µl RNase-Zap, eine Minute und danach mit 
der Elektrodenreinigerkammer II, befüllt mit 350µl RNase-freiem Wasser, 10 Sekunden 
gereinigt werden. Nach Benutzung wird nochmals mit der Elektrodenreinigerkammer II 
gereinigt.   
 
Auswertung:   
In der RNA-Analyse durch Messung des eingelagerten Farbstoffes wird vom Programm 
ein virtueller Gellauf in Form von Banden und ein Graph, in dem Fluoreszenz gegen die 
Zeit aufgetragen ist (Elektropherogramm), errechnet.   
Beim Nano-Marker, der zu allen Proben und der Ladder zugegeben wird,  handelt es 
sich um ein 50kb DNA-Fragment. Der Marker Peak sollte in allen Wells an der gleichen 
Stelle liegen und kann so Verschiebungseffekte der Elektrophorese aufzeigen. 
Die „Ladder“ besteht aus einem Satz von sechs Transkripten mit aufsteigender Länge 
(0,2 - 6,0kb). Ihr Elekropherogramm sollte also sieben Peaks/Banden aufweisen 
(Marker und sechs Transkripte) und wird genutzt, um eine Standardkurve zu generieren. 
Die Elektropherogramme der Proben sollten je drei Peaks/Banden aufweisen (Marker 
und zwei ribosomale Banden). Die Baseline sollte niedrig sein. Die beiden ribosomalen 
Banden 18S und 28S sollten schmal aussehen und ein Verhältnis von 1:2 aufweisen. Ein 
Missverhältnis von 18S:28S ist ein Zeichen für eine Degradation der RNA [Agilent, 
2006]. 
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3.6. Microarray-Genexpressionsanalyse 
 
Insgesamt wurden fünf Melanomzelllinien und primär humane Melanozyten mit Hilfe 
der Affymetrix-Genchip-Technologie untersucht: 
 
Tabelle 3-2 Untersuchte Zellen durch die Microarray-Technologie 
Name Nummer Herkunft Zelltyp Quelle 
SK-Mel-5 HTB-70 ATCC MM  Metastase Lk 
Mel-IM   Pathologie MM  Metastase 
IGR-39 ACC 239 DSMZ MM  Primärtumor  
Mel-JUSO  ACC 74 DSMZ MM  Primärtumor 
Colo-818 ACC 81 DSMZ MM  Metastase 
Melanozyten   Hautklinik Melanozyten menschliche Vorhäute 
Lk = Lymphknoten, MM = malignes Melanom 
 
Die DNA-Array-Technik basiert auf der Hybridisierung von Nukleinsäuren, d.h. auf der 
Anlagerung von komplementären Nukleinsäuren über Wasserstoffbrücken. Der  
Microarray, wegen seiner geringen Größe und hohen Informationsdichte auch Genchip 
genannt, besteht im Wesentlichen aus einem Glasobjektträger, auf dem mit Hilfe der 
„Photolithographischen Festphasen-Synthese“ 25mere DNA-Oligonukleotide 
aufsynthetisiert und gebunden sind. Diese sogenannten „Probes“ (kursiv, um 
Verwechselungen mit den verarbeiteten Zelllinien-Proben vorzubeugen)  sind zu einer 
möglichst spezifischen Region (bis zu 600 Basen vom 3’ Ende entfernt) eines 
Transkripts passend. Es ist also nicht die gesamte Information des menschlichen 
Genoms komplett auf einem Chip abgebildet, sondern nur ausschnittsweise. Die 
Transkript-Referenzsequenzen wurden aus internationalen Datenbanken gewonnen. 
Jedes Oligonukleotid ist in mehr als 100.000-facher Kopie an einem bestimmten Ort des 
Chips lokalisiert (Probe Cell), in direkter Nachbarschaft zu einem fast identischen in 
gleicher Menge vorhandenen Oligonukleotid (lediglich in Position 13 abgewandelt), das 
als Kontrolle für die Hybridisierungsspezifität dient (Perfect Match vs. Mismatch). Eine 
solche Einheit von Perfect und Mismatch Probe Cell heißt Probe Pair. Mehrere Probe 
Pairs (hier 11), die zur gleichen Sequenz oder einem Satz von Sequenzen 
komplementär sind, bilden ein Probe Set.  
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Abbildung 3-2 Von der mRNA zum Array-Design 
 
Auf dem „U133 Plus 2.0 Genchip“ können durch ca. 54.000 Probe Sets mehr als 47.000 
Transkripte und 38.500 charakterisierte Gene analysiert werden. Die Arrays werden mit 
der aufbereiteten, umgeschriebenen und markierten Zell-RNA, dem sogenannten 
Target, hybridisiert. Das markierte Target lagert sich an die Probes an und wird 
anschließend eingescannt. Die Stärke des Hybridisierungssignals ist proportional zur 
Expression des jeweiligen Gens.  
 
Geräte und Materialien: 
• GeneChip Human Genome U133 Plus 2.0 Arrays (Affymetrix, Art. Nr. 900466) 
• T-Personal Thermal Cycler 48 (Biometra, Göttingen) 
• 0,2ml Autoclaved MicroAmp Reaction Tubes with Cap (Perkin Elmer, Foster City, 
USA) 
• GeneArray Scanner mit GeneChip Operation Software (GCOS) 
• Hybridisierungsofen 
• Fluidics Station 450 
• Gene Spring 7.2 Software (Silicongenetics, Redwood, CA, USA) 
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Abbildung 3-3 Übersicht über das Genchip-Vorbereitungsprotokoll (nach Affymetrix) 
 
3’ TTTTT − 5’
AAAAA  3’5’
   TTTTT − 5’
5’
   TTTTT − 5’
   AAAAA − 3’
AAAAA  3’
3’
5’
3’
3’ U*UU*UU 5’
Erststrang
cDNA−Synthese
Zweitstrang
cDNA−Synthese
Gesamt−RNA
Kontrollen Vorbereitung
Poly−A RNA−
T7 − Oligo(dT)−Primer
Poly−A RNA−Kontrollen
Biotin−konjugiertes
Ribonukleotid Analogon
Hybridisierungskontrollen
Streptavidin−Phycoerythrin,
Biotinylierte anti−Streptavidin
Antikoerper
Biotin−Markierung der antisense cRNA
Aufreinigung der Doppelstrang cDNA
Aufreinigung der biomarkierten cRNA
Hybridisierung
Waschen/Anfaerben
Scannen
Quantifizierung & Fragmentierung
Legende
RNA
DNA
T7 Promotor
Biotin
U* Pseudouridin
Material und Methoden 
 
53 
 
Reagenzien: 
• One Cycle Target Labeling and Control Reagents 30xrns (Affymetrix, Art. Nr. 
900493) 
o Eukaryotic Poly-A RNA Control Kit 
o One-Cycle cDNA Synthesis Kit (mit T7-Oligo (dT) Promoter Primer Kit) 
o Sample Cleanup Module 
o IVT (In Vitro Transcription) Labeling Kit 
o Hybridization Controls  
• Ethanol 70 % (Apotheke Uniklinikum Aachen) 
• Ethanol absolut (KMF Laborchemie, Lohmar; Art. Nr, 08-205) 
• 3M Sodium Acetate (NaOAc) (Sigma-Aldrich, Art. Nr. S7899) 
 
Durchführung: 
Für jeden Chip wird eine Gesamt-RNA-Startmenge von 5µg, die in maximal 8µl 
RNase-freiem Wasser gelöst ist, benötigt (siehe auch Kapitel 3.4). Die folgenden 
Schritte wurden mit dem One Cycle Target Labeling and Control Reagents-Kit gemäß 
den Herstellerangaben durchgeführt (Abbildung 3-3). Alle Ansatzmengen gelten für 
einen Chip, aber natürlich wurden alle Zelllinien/Proben parallel verarbeitet. 
Alle Kit-Komponenten außer das Sample Cleanup Module (bei +4°C) sollten bei -20°C 
gelagert werden und müssen vor Benutzung aufgetaut und kurz abzentrifugiert werden. 
 
3.6.1. Vorbereitung der Poly-A RNA-Kontrollen 
 
Der Gesamt-RNA werden als Positivkontrolle zur Überwachung des Protokolls poly-A 
RNA-Transkripte von B.subtilis Genen (lys, phe, thr, dap) in abgestuften 
Konzentrationen hinzugefügt. Auf dem Genchip sind entsprechende Probe Sets dieser 
nicht-eukaryotischen Gene vorhanden. So kann unabhängig von der RNA-Qualität der 
gesamte RNA-Aufbereitungsprozess beurteilt werden.  
 
Zu Beginn wurde der Poly-A Control Stock mit dem Poly-A Control Dilution Buffer in 
folgenden Schritten vorverdünnt: 
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Tabelle 3-3 Poly-A Kontrollen Verdünnung 
Verdünnung Poly-A Control Stock  Poly-A Control Dil Buffer 
1. (1:20) * 2µl 38µl 
2. (1:50) * 2µl aus 1. Verdünnung  98µl 
3. (1:10) * 2µl aus 2. Verdünnung  18µl 
* Nach jedem Schritt kurz vortexen und zentrifugieren.  
 
3.6.2. Erststrang cDNA-Synthese 
 
Der RNA/T7-Oligo(dT)-Primer-Ansatz wurde wie folgt in einem 0,2ml-Reaktionsgefäß 
zubereit, kurz gevortext und zentrifugiert. Anschließend wurde der Ansatz 10 Minuten 
bei 70°C inkubiert und mindestens 2 Minuten auf 4°C heruntergekühlt. 
 
Tabelle 3-4 Oligo-Primer-Ansatz 
Poly-A RNA Kontrollen -3. Verdünnung  2µl 
T7-Oligo(dT)-Primer; 50µM 2µl 
Gesamt-RNA; 5µg Variables Volumen (max. 8µl) 
RNase-freies Wasser  Errechnet sich aus Gesamt-RNA Volumen 
Gesamtvolumen 12µl 
 
Es folgte die Bereitung des Erststrangsyntheseansatzes in einem 0,5ml-Reaktionsgefäß, 
der kurz gevortext und zentrifugiert wurde. 
 
Tabelle 3-5 Erststrangsyntheseansatz 
5x Erststrang-Reactionsmix 4µl 
DTT; 0,1M 2µl 
dNTP; 10mM 1µl 
Gesamtvolumen  7µl 
 
7µl Erststrangansatz wurden zum RNA/T7-Oligo(dT)-Primer-Ansatz hinzu gegeben,  
kurz gevortext, zentrifugiert und bei 42°C für 2 Minuten temperiert. 1µl Super Script II 
wurde in das Tube pipettiert, kurz gevortext und zentrifugiert und bei 42°C für eine 
Stunde temperiert. Am Schluss wurde der Mix mindestens 2 Minuten auf 4°C 
heruntergekühlt. 
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3.6.3. Zweitstrang cDNA-Synthese 
 
Der folgende Zweitstrangsyntheseansatz wurde in einem 1,5ml-Reaktionsgefäß 
zubereitet, kurz gevortext und zentrifugiert.  
 
Tabelle 3-6 Zweitstrangsyntheseansatz (auf Eis) 
RNase-freies Wasser 91µl 
5x Zweitstang-Reactionsmix 30µl 
dNTP, 10mM 3µl 
E.coli DNA-Ligase  1µl 
E.coli DNA-Polymerase I 4µl 
RNase H 1µl 
Gesamtvolumen 130µl 
 
Dann wurden 130µl Zweitstrangansatz zum Erststrangsyntheseansatz zugegeben und 
bei 16°C für 2 Stunden temperiert. Im folgenden Schritt wurden erst 2µl T4-DNA-
Polymerase in das Tube pipettiert und, nach kurzem Vortexen/Zentrifugieren,  bei 16°C 
für 5 Minuten temperiert; dann wurden 10µl EDTA (0,5M) hinzugegeben. Die Probe 
wurde bis zur Aufreinigung auf Eis gestellt. 
 
3.6.4. Aufreinigen der Doppelstrang DNA 
 
Zur Vorbereitung wurden zuerst 24ml Ethanol absolut zu dem cDNA-Waschpuffer 
hinzugegeben. Die Probe wurde in ein 1,5ml-Reaktionsgefäß überführt und 600µl cDNA 
Binding Buffer zugegeben. Wechselte die Farbe des Ansatzes nach kurzem Vortexen 
nicht ins Gelbe, wurden 10µl Na-acetat (3M, pH5,0) zupipettiert. Dann wurden 500µl 
der Probe auf die cDNA-Reinigungssäule (in einem 2ml-Sammelgefäß) geladen, eine 
Minute bei 8000g zentrifugiert und das Filtrat verworfen. Der Probenrest wurde in die 
Reinigungssäule pipettiert und nochmals eine Minute bei 8000g zentrifugiert. Nach dem 
Wechsel des Sammelgefäßes schloss sich ein Waschschritt mit 750µl cDNA-
Waschpuffer und einer Minute Zentrifugation bei 8000g an. Das Filtrat wurde 
verworfen und die Säule fünf Minuten bei maximaler Geschwindigkeit (≤ 25.000g) mit 
offenem Säulendeckel zentrifugiert. Dieser Schritt diente dem Trocknen der Membran. 
Dann wurde die Säule in ein neues 1,5ml-Sammelgefäß überführt, 14µl cDNA Elution 
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Buffer direkt auf die Membran pipettiert und nach einer Minute Inkubationszeit bei 
Raumtemperatur bei maximaler Geschwindigkeit (≤ 25.000g) eine Minute zum Eluieren 
zentrifugiert. Die ca. 12 – 14µl cDNA konnten am Ende in ein 0,2ml-Reaktionsgefäß 
überführt werden. 
 
3.6.5. Biotin-Markierung der antisense cRNA 
 
Im Labeling Enzym Mix befindet sich die Megascript-T7-Polymerase. Im Labeling NTP 
Mix sind vier natürliche Ribonukleotide und ein mit Biotin-konjugiertes 
Nucleotidanalogon vorhanden.  
Nach dem Mischen des Biotin-Markierungsansatzes bei Raumtemperatur wird dieser 
bei 37°C 16 Stunden im Cycler inkubiert.  
 
Tabelle 3-7 Biotin-Markierungsansatz 
cDNA 12µl 
RNase-freies Wasser 8µl 
10x IVT * Labeling Buffer 4µl 
IVT Labeling NTP Mix 12µl 
IVT Labeling Enzyme Mix 4µl 
Gesamtvolumen 40µl 
* IVT = In-vitro-Transkription  
 
Das Produkt sind biotinylierte komplementäre cRNA-Moleküle. 
Für eine Qualitätskontrolle mit dem Agilent Bioanalyzer wurde 1µl jeder Probe in ein 
0,5ml-RNase-freies-Reaktionsgefäß pipettiert, 1:5 mit RNase-freiem Wasser verdünnt 
und auf Eis gelegt. 
 
3.6.6. Aufreinigung der biotinmarkierten cRNA 
 
Dieser Reinigungsschritt diente v.a. der Entfernung der freien NTPs in der Probe, da 
diese die Spectrophotometrie stören. Zur Vorbereitung wurden zum IVT-cRNA-
Waschpuffer 20ml Ethanol absolut zugefügt. Zu Beginn der Aufreinigung wurden 60µl 
RNase-freies Wasser zu jeder Probe zugefügt und nach kurzem Vortexen und 
Zentrifugieren die Mischung mit 350µl cRNA Binding Buffer in ein 1,5ml-
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Reaktionsgefäß überführt. Dann wurden 250µl Ethanol absolut durch Pipettieren mit der 
Probe vermischt, 700µl der Probe auf eine cRNA-Reingungssäule (in einem 2ml-
Sammelgefäß) überführt und 15 Sekunden bei 8.000g zentrifugiert. Die Säule wurde in 
ein neues Sammelgefäß gesetzt und in einem ersten Schritt mit je 500µl IVT-cRNA-
Waschpuffer dann in einem zweiten mit 500µl 80% Ethanol 15 Sekunden bei 8.000g 
zentrifugiert. Das Filtrat wurde nach jedem Schritt verworfen. Anschließend wurde bei 
offenem Deckel 5 Minuten bei maximaler Geschwindigkeit (≤ 25.000g) zum Trocknen 
der Membran zentrifugiert und das Sammelgefäß gewechselt. Im Folgenden wurden erst 
11µl RNase-freies Wasser direkt auf die Membran pipettiert, dann eine Minute bei 
maximaler Geschwindigkeit (≤ 25.000 g) zentrifugiert und dann 10µl RNase-freies 
Wasser direkt auf die Membran pipettiert mit einem sich anschließenden gleichen 
Zentrifugationsschritt.  
Für eine Qualitätskontrolle mit dem Agilent Bioanalyzer wurde 1µl jeder Probe in ein 
0,5ml-RNase-freies-Reaktionsgefäß pipettiert, 1:5 mit RNase-freiem Wasser verdünnt 
und auf Eis gelegt. 
 
3.6.7. Quantifizierung und Fragmentierung der cRNA 
 
Die Konzentration jeder Probe wurde mit Hilfe des Spektrophotometers (NanoDrop) 
gemessen. Dazu wurden 1µl je Probe in ein 0,5ml-Reaktionsgefäß pipettiert und 1:5 mit 
RNase-freiem Wasser verdünnt. 
Da das Ausgangsmaterial nicht nur mRNA sondern Gesamt-RNA war, und jetzt neben 
biotinylierter cRNA der Rest unmarkierter, aber gemessener Gesamt-RNA in der Probe 
noch vorhanden war, musste die gemessene RNA-Konzentration korrigiert werden 
(sogenannte korrigierte cRNA).  
Geht man davon aus, dass der gesamte unmarkierte Rest in jeder Reaktion übertragen 
wurde, so nutzt man folgende Formeln: 
 
Die RNA-Menge errechnet sich wie folgt: 
RNA = [RNA] × VF × GV 
VF = Verdünnungsfaktor für den NanoDrop hier: 5 
GV = Gesamtvolumen der cRNA hier: 21µl 
[RNA] = gemessene RNA-Konzentration nach Biotinmarkierung (µg/µl) 
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Die korrigierte cRNA-Menge geht aus folgender Gleichung hervor: 
korrigierte cRNA = RNA – Gesamt-RNA × y 
RNA = RNA-Menge nach Biotinmarkierung (µg)  
Gesamt-RNA = Startmenge der Gesamt-RNA (µg) hier: 5µg 
y = cDNA Anteil im Biotinmarkierungsansatz hier: 100%= 1 
 
Die korrigierte cRNA-Konzentration: 
[korrigierte cRNA] = korrigierte cRNA ÷ GV 
 
Die benötigte cRNA-Menge für die Fragmentierung beträgt 20µg; es wird mit der 
korrigierten cRNA-Konzentration weitergerechnet:  
cRNA-Volumen = cRNAFrag ÷  [korrigierte cRNA] 
cRNAFrag = benötigte Menge cRNA für die Fragmentierung hier 20µg  
cRNA-Volumen = Volumen der cRNA in µl, das zur Fragmentierung
 eingesetzt wird.  
 
Der Fragmentierungsansatz wird wie folgt in einem 0,2ml-Reaktionsgefäß zubereitet, 
kurz gevortext und zentrifugiert und bei 35 Minuten bei 94°C im Cycler inkubiert. Die 
Probe wurde dann auf auf 4°C abgekühlt und kurz zentrifugiert. 
 
Tabelle 3-8 Fragmentierungsansatz 
cRNA 20µg; Volumen variabel (s.o)  
Fragmentierungsspuffer 8µl 
RNase-freies Wasser Bis 40µl auffüllen 
Gesamtvolumen 40µl 
 
Der Fragmentierungspuffer zerkleinert die cRNA durch metallinduzierte Hydrolyse in 
Fragmente von 35 bis 200 Basen.  
Die Proben wurden bis zur Weiterverarbeitung bei -20°C gelagert. Für eine 
Qualitätskontrolle mit dem Agilent Bioanalyzer wurde 1µl jeder Probe in ein 0,5ml-
RNase-freies-Reaktionsgefäß pipettiert, 1:5 mit RNase-freiem Wasser verdünnt und auf 
Eis gelegt. 
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3.6.8. Hybridisierung, Waschen, Anfärben, Scannen 
 
Eine Hybridisierungslösung (Fragmentiertierungsansatz, bovines Serumalbumin, 
Heringsperma-DNA, Wasser, DMSO, Hybridisierungspuffer, Oligonucleotid-B2-
Kontrollen und Hybridisierungskontrollen) wurde angesetzt. Letztgenannte bestehen 
aus biotinmarkierter und fragmentierter cRNA von E.coli (bioB, bioC, bioD) und von 
P1-Bakteriophage (cre) in abgestuften Konzentrationen und reagieren am Ende mit 
komplementären Oligonukleotiden auf dem Array. Die komplementären Probes der 
Oligonukleotid-B2-Kontrollen sind gitternetzartig über den ganzen Array verteilt und 
umranden jede Probe Cell.  
Der Ansatz wurde zuerst für 5 Minuten bei 99°C denaturiert, danach für 10 Minuten bei 
45°C temperiert und anschließend 5 Minuten bei maximaler Geschwindigkeit 
zentrifugiert. Ein Aliquot der Hybridisierungslösung (10µg fragmentierte cRNA in 
200µl) wurde 16 Stunden im Hybridisierungsofen unter ständigem Rotieren auf dem 
Genchip hybridisiert. 
Dem schlossen sich mehrere Waschschritte, in denen nicht hybridisiertes Material 
entfernt wurde, an. Anschließend wurde der Array an der „Fluidics Station“ in einer 
sogenannten Sandwich-Reaktion mit R-Streptavidin-Phycoerythrin, biotinylierten Ziege 
anti-Streptavidin-Immunglobulinen und Ziegen-IgG gefärbt. Streptavidin gekoppelt an 
das Fluorochrom Phycoerythrin (Emissionsmaximum bei 578nm) hat eine sehr hohe 
Affinität zu Biotin. Die Antikörper dienen der zusätzlichen Verstärkung des Signals.   
 
3.6.9. Auswertung 
 
Am Ende wurde der Genchip mit dem „GeneArray Scanner“ eingelesen und die 
Fluoreszenz auf der Oberfläche des Arrays gemessen. Die Lichtmenge, die bei 570nm 
emittiert wird, ist proportional zum gebundenen Target. Die gewonnenen Bilddaten 
wurden in der „GeneChip Operation Software (GCOS)“ in eine Grafikdatei 
umgewandelt und Ort und Intensität weiter ausgewertet.  
An erster Stelle steht die allgemeine Einschätzung der Datenqualität. Folgende 
Kontrollen helfen dabei: 
1. Elektropherogramm der drei Aliquots (Schritt 5, 6 und 8) 
2. Poly-A-Kontrollen und Hybridisierungskontrollen (Signal vorhanden?) 
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3. Oligonukleotid-B2-Kontrollen (Ausbildung eines Gitters?)  
4. Kontrollgene: Hybridisierungsintensitäts-Verhältnisse der Proben 3’β-Aktin und 
5’β-Aktin von maximal 3 zeugt von guter cRNA-Qualität; gleiches gilt für 
GADPH 
5. Prozentanzahl der Present Calls ( = signifikante positive Signale) 
6. Noise- und Background-Werte 
7. Bildartefakte 
Für jede Zelllinie wurde eine Einfachbestimmung durchgeführt. Es wurde eine 
Vergleichsanalyse durchgeführt, bei der jedes Probe Set aller Melanomzelllinienchips 
(experimental arrays) auf den Gegenpart des Melanozytenchips (baseline array) 
bezogen wurde. 
In die Auswertung der Probe Sets gehen die Detektionswerte jedes einzelnen Probe 
Pairs und das Verhältnis der Mismatch zu Perfect Match ein. Für jedes Probe Set wird 
ein untereinander vergleichbarer Rohwert errechnet und eine qualitative Aussage über 
das Signal (present, marginal oder absent) getroffen.  
 
3.7. Polymerasekettenreaktion 
 
Die Microarray-Technologie erlaubt die Untersuchung des gesamten Genoms auf einem 
Chip und ist so ein ideales Instrument für ein Screening der  Genexpression. Es handelt 
sich jedoch auch um eine kostenintensive und sehr fehleranfällige Technik (hohe 
Standardabweichungen). Deswegen ist es erforderlich die interessanten Ergebnissen  
mit einem zweiten Verfahren zu bestätigen. Als Goldstandard hat sich in den letzten 
Jahren die Real-time RT-PCR  durchgesetzt, die sensitiver und reproduzierbarer arbeitet 
[Applied Biosystems, 2004a; Rajeevan et al., 2001]. 
Die PCR (polymerase chain reaction), eine enzymatische Kettenreaktion, ermöglicht es, 
spezifische Nukleotidsequenzen in vitro in theoretisch unbegrenzter Menge zu kopieren. 
Dieses wird als Amplifikation bezeichnet und ähnelt der Replikation. Trotz des 
mittlerweile großen Repertoires an PCR-Techniken ist das Grundprinzip immer gleich: 
Als Vorlage (Template) dient ein DNA-Doppelstrang. Im ersten Schritt wird dieser in 
Einzelstränge aufgetrennt (Denaturierung). An diese hybridisieren im folgenden Schritt 
als Startermoleküle für eine DNA-Polymerase zwei synthetische DNA-Oligonukleotide 
(Primer), die gegenläufig orientiert sind (Primerhybridisierung, Annealing). Von deren 
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3’Ende synthetisiert dann die Polymerase einen neuen DNA-Doppelstrang (Elongation). 
Somit wird die DNA-Sequenz zwischen den Primern vervielfältigt. Der neu gebildete 
Doppelstrang kann im nächsten Zyklus wieder als Template in die Reaktion eingehen. 
So wächst mit der Anzahl der Zyklen n die Zahl der Doppelstrang-DNA-Kopien c nach 
der Formel: c = 2n.  
 
 
Abbildung 3-4 Reverse Transkription und Real-time PCR (two step) nach Affymetrix 
 
Durchgeführt wird die Polymerasekettenreaktion im Thermocycler, denn die einzelnen 
Schritte sind durch verschiedene Reaktionstemperaturen gekennzeichnet. Bei der Real-
time RT - PCR handelt es sich um eine Weiterentwicklung der klassischen PCR. Sie 
wird in zwei Schritte unterteilt, in den Reverse Transkriptions (RT)-Schritt und den 
eigentlichen Real-time PCR- Schritt.  
Primer 1
Primer 1
5’ cDNA
Random
Primer
1. bis 40.
Zyklus
Elongation
mRNA
3’ 5’ cDNA
5’
cDNA Doppelstrang (2nd cDNA strand)
3’5’
PCR Amplifikation der cDNA
Elongation
3’
3’ 5’
3’5’
Primer 2 5’
3’ 5’
5’
5’
Step
PCR
Step
RT
5’ cDNA
1.Zyklus
Komplementaerer cDNA Strang (1st cDNA Strand)
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3.7.1. Reverse Transkription 
 
Da die Einzelstrang-RNA der Gesamt-RNA-Isolierung nicht direkt als Template in die 
Real-time PCR eingehen kann, muss sie zunächst 1:1 in einen komplementären DNA-
Strang, die sogenannte cDNA, umgeschrieben werden. Hauptenzym dieser 
Amplifikation ist eine RNA-abhängige DNA-Polymerase, die Reverse Transkriptase. 
Als Primer dienen Random Hexamers, Oligonukleotide mit zufälliger 
Basenzusammensetzung, mit denen die komplette RNA-Population (mRNA, tRNA und 
rRNA) umgeschrieben wird [Schrimpf, 2002]. 
 
Geräte:  
• DNA Thermal Cycler 480, PCR Amplifier (Perkin Elmer, Überlingen)  
 
Reagenzien:  
• GeneAmp RNA PCR Kit (Applied Biosystems) 
o MuLV Reverse Transkriptase (N808-0018) 
o RNase Inhibitor (N808-0119) 
o Random Hexamers (N808-0127) 
o dNTP Mix (N808-0007) 
o 10xPCR Buffer II (N808-0161) 
o MgCl2 Lösung (N808-0161) 
• Merck Lichrosolv Wasser für die Chromatographie (Merck, Best. Nr. 1.15333.2500)  
 
Durchführung: 
Die Reagenzien wurden langsam auf Eis aufgetaut (außer Reverse Transkriptase und 
RNase Inhibitor, die erst kurz vor Benutzung aus dem Eisschrank genommen werden). 
Für jede gewünschte Reaktion wurde folgender Ansatz in einem 0,5ml-Reaktionsgefäß 
bereitet:  
 
Tabelle 3-9 Ansatz für die Reverse Transkription 
10xPCR Buffer II  10µl 
MgCl2 Lösung  22µl 
Random Hexamers  5µl 
dNTP Mix  20µl 
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RNase Inhibitor  2µl 
Gesamt-RNA; 1,5µg Variables Volumen (max. 38,5µl) 
RNase-freies Wasser Errechnet sich aus Gesamt-RNAVolumen 
Reverse Transkriptase (am Ende) 2,5µl 
Gesamtvolumen 100µl 
 
Das Reaktionsgefäß wurde kurz zentrifugiert, anschließend in den Wärmeblock des 
Thermocyclers gestellt und folgendes Programm gestartet:  
 
Tabelle 3-10 RT-PCR Programm 
Schritt  Temperatur (°C) Zeit (min) 
1. Inkubation * 25 10 
2. Reverse Transkription 48 30 
3. Reverse Transkriptase 
Denaturierung  
95 5 
4. Kühlung 0 halten  
*Schritt 1 dient der maximalen Anlagerung des Primers an das RNA-Template  
 
Es ist nicht üblich die Konzentration erneut spektrophotometrisch zu bestimmen. Es 
sollte bei einer 1:1 Umschreibung eine Menge von 15ng cDNA/µl vorliegen [Applied 
Biosystems 2002 & 2004b].  
Die synthetisierte cDNA (Einzelstränge) wurde im zweiten Schritt, der Real-time PCR, 
eingesetzt. Sie wurde in 0,5ml-Reaktionsgefäße aliquotiert (à 17µl) und kurzfristig bei 
+4°C, langfristig bei -20°C, gelagert. 
 
3.7.2. Real-time Polymerasekettenreaktion 
 
Die grundlegende Weiterentwicklung der Real-time PCR liegt, wie der Name schon 
sagt, in ihrer Möglichkeit den PCR-Prozess zeitgleich in real time mitzuverfolgen. 
Eine Änderung in der PCR-Reaktionsmischung macht dies möglich. Neben der DNA, 
den zwei Oligonukleotid-Primern, der thermostabilen DNA-Polymerase und den dNTPs 
werden fluorogene, sequenzspezifische Sondenmoleküle in den Reaktionspuffer 
gegeben. 
Dieses Oligonukleotid (TaqMan-Probe) ist auf das zu untersuchende Transkript 
zugeschnitten und am 5’ Ende mit einem Fluoreszenzfarbstoff (FAM Reporter Dye) und 
am 3’ Ende mit einem weiteren nicht fluoreszierenden Farbstoff (Quencher Dye) 
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markiert. Ist die TaqMan-Probe intakt, befinden sich die beiden Farbstoffe in enger 
Nachbarschaft. Bei Anregung durch Licht wird durch Fluorescent Resonance Energy 
Transfer [Applied Biosystems, 2002] Energie vom höherenergetischen Reporter zum 
Quencher übertragen und eine Emission unterdrückt. Kommt es zur Spaltung des 
Oligonukleotids, trennen sich Quencher und Reporter, und es kommt bei Anregung des 
Reporters nicht mehr zum Energietransfer, sondern zu einer Emission in einer 
spezifischen Wellenlänge, die gemessen werden kann (siehe Abbildung 3-5). 
 
Im PCR-Zyklus bindet bei der Primerhybridisierung die TaqMan-Probe zwischen den 
zwei Primern an ihre denaturierte Zielsequenz. Während der Elongation wird sie durch 
die 5’-3’Exonukleaseaktivität der Taq-Polymerase entfernt und abgebaut; der Primer 
wird weiter verlängert. Deswegen wird auch vom „5’Nuklease-Assay“ gesprochen. 
Danach kann der Zyklus von neuem beginnen. Insgesamt werden pro Reaktionsplatte 
40 Zyklen durchgeführt. Die Fluoreszenzintensität wächst mit jedem neuen Zyklus und 
ist proportional zu der Anzahl der gebildeten DNA-Stränge (Amplicons) und so auch 
proportional zur umgeschriebenen Ausgangstranskriptmenge. 
 
Die Real-time PCR ist charakterisiert durch den Zeitpunkt bzw. durch den Zyklus, in 
dem ein signifikanter Anstieg in der Fluoreszenzintensität detektiert wird (CT; siehe 
Abbildung 3-6) und nicht durch die Menge an Target am Ende nach dem x-ten Zyklus, 
wie in der klassischen PCR. Je mehr vom spezifischen Target vorhanden ist, desto eher 
ist dieser Zeitpunkt erreicht. Entscheidend ist die Kinetik der Reaktion: Trägt man die 
DNA-Menge [DNA] gegen die Zeit [Zyklus] auf, kann man drei Phasen der PCR 
unterscheiden: 
1) Exponentieller Anstieg c=2n 
2) Linearer Anstieg: die Produkte verbrauchen sich 
3) Plateau: Die Reaktion wurde gestoppt.  
Die Real-time PCR misst in der 1. Phase, die klassische in der letzten, eher 
ungenaueren, Phase.  
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Abbildung 3-5 Das 5'Nuklease-Assay nach Applied Biosystems 
 
Wie bei der Genchip-Technologie, macht auch die Real-Time RT-
Polymerasekettenreaktion nur eine relative bzw. semiquantitative Aussage zur 
Genexpression. Die Transkriptmenge von einem bestimmten Gen der untersuchten 
Melanomzelllinie (Target Sample) wird auf die gleiche Größe in Melanozyten 
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(Calibrator Sample) bezogen. Nach Herstellerangaben kann ein bis zu 2-facher 
Unterschied festgestellt werden. Da man bei der Zugabe der cDNA zu den 
Reaktionsgefäßen Konzentrationsunterschiede nicht verhindern kann, werden die 
gemessenen Werte mit einer „Endogenen Kontrolle“, einem sogenannten 
Housekeeping-Gen verrechnet und somit standardisiert. Dieses sollte in jeder Probe 
ähnlich hoch exprimiert sein. Als Housekeeping-Gen für das maligne Melanom geht aus 
der Literatur 18S RNA hervor, da ribosomale RNA, die immerhin 80% der Gesamt-
RNA ausmacht, kaum Schwankungen unterworfen ist [Goidin et al., 2001].    
 
Geräte:  
• ABI PRISM 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems) 
• SDS Software Version 1.2.3.  
• Certified Rigid Thin Well 96 x 0,2ml, Skirted Microplates (Starlab; Art. Nr. I 1402-
9700) 
• StarSeal Advanced Polyolefin Film (Starlab; Art. Nr. E2796-9795) 
 
Reagenzien:  
• TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems; Art. Nr. 4318157) 
• TaqMan Gene Expression Assays – Assays-on-Demand (Applied Biosystems, Art. 
Nr.  4331182) 
• Merck Lichrosolv Wasser für die Chromatographie (Merck, Best. Nr.  1.15333.2500)  
 
Tabelle 3-11 TaqMan-Genexpressionsassays (on demand) 
Gen (Synonyme) Gensymbol 
 
AssayID * 
Endogene Kontrolle 
Eukaryotic 18S RNA 18S Hs99999901_s1 
ATP-binding cassette, Subfamilie B  
Transporter 1 TAP1 Hs00388682_m1 
Transporter 2 TAP2 Hs00251569_m1 
Member 5 ABCB5  Hs00698751_m1 
ATP-binding cassette, Subfamilie C   
Member 1 ABCC1 Hs00219905_m1 
Member 2 ABCC2 Hs00166123_m1 
Member 3 ACCC3 Hs00358656_m1 
Member 4 ABCC4 Hs00195260_m1 
Member 5 ABCC5 Hs00194701_m1 
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Solute carrier: organic anion transporter family  
Member 3A1 (OATP – D) SLCO3A1  Hs00203184_m1 
Member 4A1 (OATP – E) SLCO4A1 Hs00249583_m1 
Member 5A1 (OATP – J) SLCO5A1  Hs00229597_m1 
Cytochrome P450 (family - subfamily - polypeptide) 
1 - A - 1  CYP1A1 Hs00153120_m1 
1 - B - 1  CYP1B1 Hs00164383_m1 
2 - B - 6 CYP2B6 Hs00167937_g1 
2 - J - 2  CYP2J2 Hs00356035_m1 
2 - S - 1 CYP2S1 Hs00258076_m1 
3 - A - 4 CYP3A4 Hs00430021_m1 
26 - A - 1 CYP26A1 Hs00175627_m1 
27 - A - 1  CYP27A1 Hs00168003_m1 
Glutathion-S-Transferasen   
Pi GSTP1 Hs00168310_m1 
theta 1 GSTT1 Hs00184475_m1 
theta 2 GSTT2 Hs00168315_m1 
* Hs = Homosapiens, _m1 = Sequenz über Exon-Exon Grenze, _s1 = Sequenz in einem Exon, _g1= über 
Exon-Exon Grenze, aber Detektion genomischer DNA nicht ausgeschlossen    
 
In jedem Assay befinden sich zwei unmarkierte PCR-Primer sowie die mit dem 
Farbstoff FAM markierte sequenzspezifische TaqMan-Probe. Bei der Auswahl wurde 
darauf geachtet, dass sich die Sequenz der TaqMan-Probe, wenn möglich, über 
mindestens eine Exon-Exon-Grenze erstreckt, und dass die übertragene genomische 
DNA nicht als Template fungieren kann.   
 
Durchführung: 
Am Anfang wurde eine Maske für die 96-Well-Reaktionsplatte entworfen. Jedes Well 
entspricht einem abgetrennten Reaktionsgefäß. Pro Reaktion und Platte wurde ein Gen 
untersucht. Alle 18 Melanomzelllinien gelangten zur Untersuchung, zusätzlich die 
Referenzzellen, die Melanozyten.  
Um große Schwankungen in der Standardabweichung zu vermeiden, erschienen pro 
Zelllinie vier Replikate (Wells mit gleichem Ansatz, d.h. gleiches Template und Probe), 
also ein Quadruplet, als günstig. Zusätzlich wurden vier Wells für die Negativkontrolle 
veranschlagt. Diese sogenannte „No Template Control“ (NTC) enthielt alle 
Komponenten außer der Template-DNA. Somit kann eine  Kontamination der anderen 
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Komponenten mit DNA erkannt werden, da sie eventuell in der PCR mit einer 
Produktbildung in den NTC-Wells einhergehen würde. 
Insgesamt wurden 18(MM)×4 + 1(Melanozyten)×4 + 1×4 NTC = 80 Wells belegt. 
Schachbrettartig wird die Reaktionsplatte (Koordinaten: 1-12 x A-H) aufgeteilt und mit 
den Zelllinien, Melanozyten und NTC belegt, so dass jedem Well ein bestimmtes 
Template zugeordnet werden kann.  
 
Danach wird folgender Ansatz bereitet: 
 
Tabelle 3-12 Real-time Ansatz  
 Reaktionsansatz 
pro Well 
für 80 Wells + 10% 
(Pipettierungenauigkeit) 
Pro 1,5ml 
Reaktionsgefäß (2x)  
MasterMix 12,5µl  1100µl 550µl 
Probe 1,25µl 110µl 55µl 
H2O  6,25µl 550µl 275µl 
Gesamt 20µl 1760µl 880µl 
 
Aus Praktikabilitätsgründen wurde je die Hälfte der Gesamtmenge für 80 Wells in zwei 
1,5ml-Eppendorfreaktionsgefäße gegeben, gut durchmischt und kleine Mengen 
mehrmals hin und her pipettiert. Dann wurde in jedes der 80 Wells 20µl des Ansatzes 
gegeben.  
Der MasterMix enthält als wichtige Komponenten die AmpliTaq Gold DNA-
Polymerase, AmpErase, dNTPs mit dUTP und eine passive Refererenz. Bei der 
AmpErase handelt es sich um ein Enzym, das laut Herstellerangaben die 
Reamplifikation von noch enthaltender RNA verhindert, indem jegliche Uracil-Reste in 
Einzel- oder Doppelstrang-DNA entfernt werden. RNA:DNA Hybridmoleküle werden 
so verhindert. Die TaqPolymerase besitzt eine 5’-3’ Nukleaseaktivität, jedoch nicht eine 
gegenläufige 3’-5’-Exonukleaseaktivität. Die passive Referenz ist eine interne 
fluoreszierende Referenz, die mit dem Reporter-Signal verrechnet wird. Sie nimmt nicht 
an der PCR teil, sondern dient der Normalisierung von Fluoreszenzschwankungen 
aufgrund von Konzentrations- oder Volumenunterschieden.   
Im nächsten Schritt wurde pro Zelllinie ein Aliquot cDNA 1:3 verdünnt und zu den 17µl 
cDNA 34µl RNase-freies Wasser zugegeben. Die Menge reichte für zwei 
Reaktionsplatten, also 8 Wells.  In seltenen Fällen wurde, wenn sich eine zu geringe 
Menge an Template in der Auswertung ergeben hatte, in einem Wiederholungslauf auf 
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die Verdünnung verzichtet und für 4 Wells Aliquots à 22µl cDNA vorbereitet. Aus 
jedem cDNA-Aliquot wurden 5µl Template in jedes der vorgesehenen vier Wells 
gegeben. Bei einer 1:3 Verdünnung gingen 25ng cDNA, unverdünnt 75ng cDNA in die 
Reaktion ein. In die vier NTC-Wells wurden ersatzweise 5µl des schon im Real-time-
Ansatz genutzten Wassers gegeben. Alle für die PCR nötigen Komponenten (Template, 
Primer, Nukleotide, Polymerase Enzym) waren somit in jedem Well außer in der NTC 
vorhanden. 
Im letzten Schritt wurde, um eine gegenseitige Kontamination der Wells zu vermeiden, 
die Reaktionsplatte mit einer durchsichtigen Klebefolie bedeckt, bei 470g 5 Minuten 
zentrifugiert und in das „ABIPRISM 7000 Gerät“ gesetzt. Das entsprechende Programm 
wurde hochgefahren, dann die entworfene Maske aufgerufen und folgendes PCR-
Programm gestartet. 
 
Tabelle 3-13 Real-time PCR-Programm 
 Temperatur [°C] Zeit [min] 
I. Initiale Schritte (1x)   
1. AmpErase Aktivierung 50  2 
2. AmpTaq Aktivierung 95 10 
II. Pro Zyklus (40 Stück)   
1. Denaturieung 95 0,25 
2. Annealing/Elongation 60 1 
 
Auswertung: 
Die „Sequence Detection System Sofware“ errechnet pro Well einen Graphen 
(Amplification-Plot; siehe Abbildung 3-6), in dem die Zyklusnummer (Abszisse) gegen 
die normalisierte Reporter-Emissionsintensität Rn (Ordinate) aufgetragen ist.  
 
Bei Rn handelt es sich um die Emissionsintensität des Reporter-Farbstoffes geteilt durch 
die Emissionsintensität der passiven Referenz. Vom Benutzer selbst muss die Baseline 
eingestellt werden. Sie entspricht der Hintergrundfluoreszenz in den Anfangszyklen vor 
einem signifikanten Fluoreszenzsignal. Der Schwellenwert (Threshold) wird 
automatisch 10 Standardabweichungen über der Baseline in den exponentiellen Anstieg 
des Graphen gelegt. Man kann ihn ggf. noch manuell nachjustieren. Als CT (Threshold 
Cycle) wird der Zyklus bezeichnet, in dem zuerst ein signifikanter Anstieg von Rn 
registriert wird. Auf dem Graph ist das der erste x-Wert, in dem y erstmals größer als 
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der Schwellenwert ist. Dieser Wert ist die Basis aller weiteren Berechnungen. Der 
Graph der NTC-Replikate sollte unter dem Schwellenwert liegen. Jedem anderen Well 
sollte, falls das Template vorhanden ist, nun ein CT-Wert zugeordnet werden können. 
Offensichtliche „Ausreißer“, bei denen eine Nukleinsäure-Degeneration nicht 
ausgeschlossen werden konnte, wurden nicht weiter analysiert.  
 
 
Abbildung 3-6 Amplification-Plot (halblogarithmische Auftragung) 
 
In der Berechnung der Genexpression wurde die „Komparative CT-Methode (∆∆CT)“ 
gewählt. Grundvoraussetzung ist, dass die Amplifikationseffektivität der PCR für das 
Target und die endogene Kontrolle gleich sind. Zusätzlich sollte diese bei ca. 100% 
liegen, d.h. das Amplicon wird in jedem Zyklus verdoppelt. Applied Biosystems rät 
ausdrücklich von einem Test dieser Effektivität über Standardkurven bei seinen „Assays 
on Demand“ ab und garantiert eine 100% Effektivität [Applied Biosystems, 2006].   
Folgende Berechnungen schließen sich an und können zum Beispiel in einem 
Tabellenkalkulationsprogramm ausgeführt werden [Applied Biosystems, 2001]: 
 
1) Mittelwert und Standartdabweichung 
Die maximal vier CT-Werte eines Quadruplets werden gemittelt und die einfache 
Standardabweichung s bestimmt. Eventuelle Ausreißer werden nicht 
berücksichtigt. 
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Zyklusnummer
R
n
Threshold          
Template           
No Template Control
C T 
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2) Berechnnung des ∆CT-Wertes 
∆CT = CT Target - CT Referenz= 18S RNA 
 
3) Berechnung der Standardabweichung s für ∆CT 
s = (sTarget2 + sReferenz2)½ 
 
4) Berechnung des ∆∆CT-Wertes 
∆∆CT = ∆CT Test Sample - ∆CT Calibrator Sample = Melanozyten 
 
5) Standardabweichung von ∆∆CT  
Als Standardabweichung
 
von ∆∆CT wird s von  ∆CT Test Sample übernommen.  
∆∆CT 1, 2  = ∆∆CT ± s ∆CT Test Sample 
 
6) Endformel: 
Die Menge an Target, verrechnet mit einer endogenen Referenz und relativ zu 
einem Calibrator, ergibt sich aus: 
2 -∆∆CT 
 
7) Aus den ∆∆CT + s und ∆∆CT – s ergeben sich zwei Ergebnisse, einen  low range 
ratio und einen high range ratio, die die x–fache Regulation einrahmen. Der 
Regulationswert des Calibrators (Melanozyten) ist immer 1, der der 
vergleichenden Melanomzelllinie wird in n-facher Änderung angegeben.  
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4. Ergebnisse 
4.1. Microarray 
 
Der Affymetrix-Genchip untersucht die Genexpression. Um die Masse der Daten 
einzugrenzen, wurden aus der Literatur bekannte Transportergenfamilien untersucht, die 
dem gesuchten Profil entsprachen, d.h. die sich durch aktiven Zytostatika-, Eikosanoid- 
oder Antigentransport auszeichneten (v.a. MDRs, MRPs, TAPs, OATPs, OATs). Es 
handelt sich um Kandidatengene, die in der Pathogenese des malignen Melanoms durch 
den aktiven Transport (Phase 0 und III) der o.g. Substanzen eine Rolle spielen könnten. 
Beachtung fanden ebenfalls metabolisierende Enzyme der Phase II (CYPs) und III 
(GSTs) sowie Enzyme der Eikosanoidsynthese (COX, LOX).  
 
Pro Gen sind oft mehrere Probe Sets mit unterschiedlichen Transkript- bzw. 
Referenzsequenzabschnitten auf dem Genchip vorhanden. Es wurden, wenn möglich, 
nur Probe Sets beachtet, bei denen es dem Hersteller gelungen war, Sequenzen zu 
finden, die eindeutig nur Transkripte eines Gens erkennen, bei denen also 
Kreuzhybridisierungen mit anderen Transkripten ausgeschlossen werden konnten. 
Dieses war bei Probe Sets mit dem Suffix _at und _a_at der Fall [Affymetrix, 2003]. 
Wird auf Ergebnisse von Probe Sets zurückgegriffen, die diesem Kriterium nicht 
entsprachen, findet dieses Erwähnung.  
Bei der ersten Ergebnissichtung wurden von jedem interessanten Gen die Probe Sets bei 
allen fünf untersuchten Melanomzelllinien und den Melanozyten bzgl. des qualitativen 
Signals (present, absent) ausgewertet. Ein Probe Set, dessen Signalstärke (Rohwert) 
einen bestimmten Wert nicht überschritt, wurde automatisch als absent gewertet. 
Folglich konnte von keiner detektierbaren Expression des Gens in der Zelle 
ausgegangen werden. Bei einer nicht detektierbaren Expression wurden die Gene nicht 
weiter ausgewertet.  
War das Gen in Melanozyten aktiv, d.h. exprimiert, konnte eine relative 
Quantitätsangabe gemacht werden, bei der das Probe Set der Melanomzelllinienchips 
auf den Gegenpart des Melanozytenchips bezogen wurde. 
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4.1.1. ABC-Transporter 
 
Diverse Membrantransporter steuern den Efflux von Xenobiotika und werden deswegen 
auch Arzneimittelpumpen genannt. In vitro haben sich durch Resistenz-, 
Akkumulations- und Effluxstudien an Tumorzellen neben den „klassischen“ Vertretern 
wie MRPs (ABCCs) und MDRs (ABCBs) Neulinge wie ABCG2 (alias BCRP, MXR) 
oder ABCB5 hervorgetan. Alle genannten Gene kodieren für ATP-Effluxpumpen und 
gehören der ABC-Transporterfamilie an.  
  
Aus der Literatur gehen zehn MRP-Mitglieder (MRP1 bis MRP10) hervor. Auf allen 
sechs Chips wurde eine konstitutive Expression von ABCC1 (MRP1), ABCC2 (MRP2), 
ABCC4 (MRP4) und ABCC5 (MRP5) detektiert. Für MRP1 konnte eine bis zu 3-
fache, für MRP2 eine bis zu 2-fache und für MRP4 eine bis zu 7-fache Hochregulation 
in den malignen Zellen gezeigt werden (siehe Abbildung 4-1). SK-Mel-5 zeigte eine 
gesteigerte Basisexpression für ABCC4 (7-fach), IGR-39 eine 3-fache für ABCC1 und 
eine 2-fache für ABCC4. Ebenfalls stark exprimiert waren ABCC1 und ABCC4 
(jeweils 3-fach) in Mel-Juso.   
 
 
Abbildung 4-1 Genexpression ABCCs 
 
ABCC3 (MRP3)-Expression konnte nur in der Zelllinie IGR39 gezeigt werden, aber 
mit einem fast 40-fach höheren Rohwert als in  den Melanozyten (374,5 vs. 10,62). 
ABCC5 (MRP5) war durchgehend (maximal 2-fach) herunterreguliert. Es konnte keine 
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Expression von ABCC6 (MRP6), ABCC11 (MRP8), ABCC12 (MRP9) und ABCC13 
(MRP10) belegt werden. Von ABCC10 (MRP7), präsent auf allen 6 Chips,  war nur ein 
Probe Set mit dem Suffix _s_at (Probensequenz entspricht einer gemeinsamen 
Transkriptsequenz von mehreren Genen) auf dem Chip vorhanden, und es kam 
deswegen nicht zur weiteren Auswertung.  
 
Aus der ABCB-Familie stammt der „älteste“ bekannte MDR-Transporter (ABCB1/P-
gp/MDR1), der von Juliano und Ling bereits 1976 beschrieben wurde. Eine ABCB1-
mRNA-Expression wurde in beiden auf dem Chip vorhandenen Probe Sets nur 
durchgehend in Melanozyten detektiert. Ähnliches konnte auch für ABCB4 (MDR3) 
gezeigt werden: eine Basisexpression in Melanozyten und keine in den fünf  
Melanomzelllininien. ABCB5 wurde in zwei Probe Sets stets in Melanozyten 
exprimiert, hingegen nur teilweise in Melanomzellen mit einer vergleichbar viel 
geringeren Expression (< 0,4-fach).  
 
 
Abbildung 4-2 Genexpression TAP1 und TAP2 
 
TAP1 und TAP2, beide der ABCB-Familie zugehörig, bilden ein Heterodimer beim 
Antigentransport. Es konnte auf allen Chips eine TAP-Expression festgestellt werden, 
mit einem eindeutigen Trend zur Herunterregulation für TAP1 und einem gemischten 
Bild für TAP2 (Abbildung 4-2). Das Ergebnis von TAP1 ist jedoch nur mit 
Einschränkungen zu werten, da es sich um ein _s_at Probe Set handelt (Probensequenz 
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entspricht einer gemeinsamen Transkriptsequenz von mehreren Genen). Im _at Probe 
Set wurde TAP1 in allen Zellen als absent gewertet.        
 
 
Abbildung 4-3 Genexpression ABCG2 
 
Von ABCG2 (siehe Abbildung 4-3) waren Transkripte in allen Zellen, mit einer 
schwachen bzw. kaum vorhandenen ± 2-fachen Regulation der Melanomzellen bei 
relativen Werten von 0,49 bis 2,36, vorhanden. Eine über 2-fache Expression wurde in 
IGR-39 detektiert.  
 
4.1.2. SLC-Transporter 
 
Wichtige Influxtransporter für Zytostatika und Eikosanoide kommen aus der OATP-
Familie. Im Allgmeinen wurden diese sehr restriktiv sowohl in Melanozyten als auch in 
Melanomen exprimiert. Nur vier der elf bekannten humanen OATP-Transporter waren 
konstitutiv exprimiert: SLCO2B1, SLCO3A1, SLCO4A1 und SLCO5A1. Keine 
Expression wurde in den Probe Sets von SLCO1A2, SLCO1B1, SLCO1B3, SLCO1C1, 
SLCO2A1, SLCO4C1 und SLCO6A1 detektiert. Für SLCO2B1 konnte eine bis zu 7-
fache und für SLCO3A1 eine bis zu 8-fache Hochregulation in den malignen Zellen 
gezeigt werden (Abbildung 4-4). Stark exprimiert war SLCO2B1 in Mel-IM (~ 7-fach) 
und SLCO3A1 in Mel-Juso (~ 8-fach) und Colo-818 (~ 3-fach). 
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Auf eine Auswertung von SLCO4A1 und SLCO5A1 wurde verzichtet, da für beide 
Gene keine Probe Sets auf dem Chip vorhanden waren, die eindeutig nur Transkripte 
eines Gens erkannten. Es wurde allerdings eine PCR von beiden durchgeführt. 
 
 
Abbildung 4-4 Genexpression SLCO2B1 und SLCO3A1 
 
Die potentiellen „Konkurrenten“ der OATPs im Eikosanoidinfluxtransport entstammen 
der SLC22A/OAT-Familie:  SLC22A6 (OAT1), SLC22A7 (OAT2), SLC22A8 (OAT3) 
und SLC22A11 (OAT4) [Marzolini et al., 2004]. OAT1, OAT2, OAT3 und OAT4 
wurden in keiner der auf den Chips untersuchten Zellen, d.h. weder in Melanozyten 
noch in Melanomzellen, exprimiert. 
 
4.1.3. Sonstige Enzyme 
 
Im Zusammenhang mit dem Eikosanoidtransport steht die Synthese der Prostaglandine 
und Leukotriene, weswegen ebenfalls die Cyclooxygenase- und Lipoxygenase-
Expression auf den Chips analysiert wurden. Weder die Prostaglandin-Endoperoxid 
Synthase 1 (PTGS1), alias Cyclooxygenase-1, noch 5-Lipoxygenase (5-LOX) wurden 
in Melanomzellen oder Melanozyten detektiert. PTGS2 (COX-2; Abbildung 4-5) wurde 
von den meisten Melanomzelllinien und den Melanozyten in fast gleicher Menge 
exprimiert. Eine sehr geringe Expression von COX-2 konnte in Mel-IM verzeichnet 
werden, die Werte der anderen Melanomzelllinen lagen im [0,5; 1,5]-Intervall. 
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Abbildung 4-5 Genexpression PTGS2/COX-2 
 
Cyochrom-P450 Enzyme waren insgesamt auf dem Array in den untersuchten Zellen 
schwach reguliert. Die wichtigsten bekannten CYPs wurden deswegen mit der PCR-
Technik erneut untersucht und sollen dort erwähnt werden. Gleiches gilt für die 
Glutathion-S-Transferasen. 
 
4.2. Real-time PCR  
 
Die Genexpression von ABCC1, ABCC2, ABCC3, ABCC4, ABCC5, ABCB5, 
SLCO3A1, SLCO4A1, SLCO5A1, TAP1 und TAP2 sowie einiger CYPs und 
Glutathion-S-Transferasen wurde anschließend mit der sensitiveren Real-time PCR-
Technik untersucht.  
 
Die Basis der Real-time PCR-Auswertung ist der CT-Wert, der mit Hilfe der 
„Komparativen CT-Methode (∆∆CT)“ ausgewertet wird. Nach Herstellerangaben sollten 
Werte über 34 nur mit Vorsicht genommen werden, da rechnerisch sich die Transkript-
Kopienanzahl gegen 1 geht und das Ergebnis zu unspezifisch wird [Applied-
Biosystems, 2004b]. Ergebnisse mit CT-Werten über 34 fanden deswegen keine 
Verwendung.  
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4.2.1. ABC-Transporter 
 
ABCC1 (Abbildung 4-6) war in sämtlichen Melanomzelllinien im Vergleich zu den 
Melanozyten schwach reguliert. In drei Zelllinien (Mel-WEI, Mel-IM, IPC-298) fand 
sich eine deutliche negative Regulation (< 0,5). 10 Zelllinien lagen im [0,5; 1,5]-
Intervall. Zwei Zelllinien (Mel-Juso, IGR-39) zeigten eine ca. 2-fache  Hochregulation. 
In beiden konnte bereits auf dem Genchip eine starke Expression für ABCC1 
verzeichnet werden.  
 
 
Abbildung 4-6 Genexpression ABCC1 (MRP1) 
 
Für ABCC2 (Abbildung 4-7) konnte eine stärkere Basisexpression in den malignen 
Zellen im Vergleich mit den Melanozyten ausgemacht werden. Vier Zelllinien (u.a. 
Mel-WEI und Mel-HO) zeigten eine mehr als 2-fache Hochregulation, von denen zwei 
(Sk-Mel-5 und -30) sogar mehr als 3-fach reguliert waren. Neun Melanomzelllinien 
waren negativ (< 1) reguliert. In drei Zelllinien (alle drei Colo-Zelllinien) war ABCC2 
stark herunterreguliert.  
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Abbildung 4-7 Genexpression ABCC2 (MRP2) 
 
ABCC3-Expression ist vor allem im Hinblick auf die außergewöhnliche 
Hochregulation in einer Zelllinie (IGR-39) und ihr Fehlen in 17 von 18 
Melanomzelllinien und Melanozyten interessant. Bereits im 24. Zyklus wurde ein 
signifikantes Signal für IGR-39 verzeichnet, für Melanozyten erst unspezifisch bei 
Zyklusnummer 39. Eine semiquantitative Aussage ist wegen des fehlenden bzw. nicht 
vorhandenen Signals in den anderen Melanomzelllinien und Melanozyten nicht 
möglich. Diese Beobachtung wurde schon bei der Auswertung der Microarray-
Ergebnisse gemacht.  
 
ABCC4 (Abbildung 4-8) war in allen beobachteten Zelllinien im Mittel über 2-fach 
reguliert. Von Sk-Mel-5 und Mel-Juso konnte eine 5-fache Transkriptmenge, verglichen 
mit den primär humanen Melanozyten, detektiert werden. Lediglich zwei Zelllinien 
zeigten einen schwach unter eins gelegenen Wert. Die Daten sind sehr zuverlässig auch 
im Hinblick auf die CT-Werte, die alle unter 30 lagen.  
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Abbildung 4-8 Genexpression ABCC4 (MRP4) 
 
ABCC5 (Abbildung 4-9) zeigte im semiquantitativen Vergleich (Melanomzellen vs. 
Melanozyten) eine ähnliche Expression in beiden Zelltypen. Alle 16 hier untersuchten 
malignen Zelllinien lagen im Intervall [0,3; 1,6], von denen 14 negativ (<1) reguliert 
waren.   
 
 
Abbildung 4-9 Genexpression ABCC5 (MRP5) 
 
ABCB5 (Abbildung 4-10), ein weiteres mit der Real-time PCR untersuchtes 
Effluxtransporterprotein der ABC-Familie, war nur in 11 der 18 Melanomzelllinien 
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konstitutiv exprimiert und im Vergleich zu den Melanozyten in allen Melanomzelllinien 
stark verringert exprimiert bzw. über 10-fach herunterreguliert.  
 
 
Abbildung 4-10 Genexpression ABCB5 
 
Für TAP1 (Abbildung 4-11) konnte eine herunteregulierte Basisexpression dieses 
Transportproteins in den Primärmelanom- und Melanommetastasenzelllinien im 
Vergleich zu primären Melanozyten bestätigt werden.  
 
 
Abbildung 4-11 Genexpression TAP1 
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In 13 von 18 Zelllinien war TAP1 bis über 2,5-fach negativ reguliert (<0,4). Sk-Mel-30 
war die einzige schwach hochregulierte Zelllinie (ca. 1,5-fach).  
TAP2 konnte nicht ausgewertet werden, da in fast sämtlichen Zellen, inklusive der  
Melanozyten, erst bei CT-Werten über 35 unspezifisch der Schwellenwert überschritten 
wurde. Von einer sehr schwachen bis nicht vorhandenen Basisexpression in den 
untersuchten Pigmentzellen ist auszugehen.  
 
4.2.2. OATP-Transporter 
 
Bei der Expressionsanalyse von SLCO3A1 (OATP-D; Abbildung 4-12) zeigen 6 
Zelllinien eine über 4-fachen Hochregulation (G-361, Sk-Mel-24, IGR-37, IRG-39, 
Mel-Juso und Colo-818), mit einem Maximum von Mel-Juso mit einer fast 10-fachen 
Hochregulation. Die restlichen 12 Zelllinien sind entweder negativ reguliert (n=8) oder 
liegen knapp über der 1-fachen Regulation der Melanozyten (n=4). Diese Resultate 
entsprechen den Array Ergebnissen.  
 
 
Abbildung 4-12 Genexpression SLCO3A1 
 
Auch SLCO4A1 (OATP-E; Abbildung 4-13) wird stark in den Melanomzelllininien im 
Vergleich mit den Melanozyten exprimiert. In 12 Zelllinien wird das Transkript mehr 
als 2-fach hochreguliert und in dreien davon (Mel-JU, Mel-Juso, Sk-Mel-30) die 3-
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fache Regulation überschritten. Nur in zwei Melanomen ergibt sich eine schwache 
negative Regulation (IGR-1 und Colo 818).  
 
 
Abbildung 4-13 Genexpression SLCO4A1 
 
SLCO5A1 (OATP-J; Abbildung 4-14) zeigt sehr hohe Vergleichswerte in der 
Basisexpression in Melanomzelllinien.  
 
 
Abbildung 4-14 Genexpression SLCO5A1 
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Schon beim Vergleich der CT-Werte fallen bei SLCO5A1 einem bis zu 10 Einheiten 
Unterschied zwischen Melanozyten und Melanomzellen auf, die sich in der bis zu 560-
fachen (Sk-Mel-5) Hochregulation widerspiegeln. Alle Zelllinien sind positiv reguliert 
mit einem Mittelwert von ca. 160-fach. Nur die Zelllinie IGR-39 stellt mit einer 
ähnlichen Transkriptmenge wie in Melanozyten eine Ausnahme dar. In einer weiteren 
Zelllinie (IPC-298) wurde das Transkript nicht detektiert. 
 
4.2.3. CYPs und GSTs 
 
Es wurde im Kontext des vektoriellen Transports neben den OATP-Proteinen (Phase 0) 
und MRP-Proteinen (Phase III) ebenfalls ein Blick auf Cytochrom P450-Enzyme 
(CYPs; Phase I) und einige Glutathion-S-Transferasen (GSTs; Phase II) geworfen. Es 
kann bei einer Koexpression von Phase I und II Enzymen mit Effluxtransportern zu 
einer erhöhten Detoxifikation von Xenobiotika kommen [Merk et al., 2006; Depeille et 
al., 2005] (siehe auch Abbildung 1-4). 
 
Cytochrom P450-Enzyme sind die wichtigsten Enzyme der Phase I-Reaktion. Bereits in 
der Array-Analyse konnte nur eine schwache bis nicht vorhandene Expression der 
Enzyme gezeigt werden. In der PCR konnten Transkripte von CYP3A4, CYP2B6, 
CYP2S1 und CYP26A1 weder in Melanozyten noch in Melanomzelllininien 
nachgewiesen werden und/oder ihre CT-Werte bzw. der Amplification Plot waren zu 
unspezifisch. Die Basisexpression von CYP27A1, CYP2J2 und CYP1B1 in 
Melanomzelllinien war verringert. Das einzige eindeutig hochregulierte untersuchte 
Cytochrom war CYP1A1 (Abbildung 4-15) mit einer über 2-fachen Expression in 10 
von 17 Zelllinien und einem 8-fachen Maximum bei G-361. 
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Abbildung 4-15 Genexpression CYP1A1 
 
Von den Glutathion-S-Transferasen (GST) wurden die zytosolischen Enzyme der Phase 
II-Reaktion (Konjugationsreaktion) GST-Pi1 (GSTP1), GST-Theta1 (GSTT1) und 
GST-Theta2 (GSTT2) untersucht.  
 
GSTP1 (siehe Abbildung 4-16) zeigte eine verstärkte Basisexpression mit vier über 2,5-
fach regulierten Zelllinien (Maximum 4-fach: Mel-WEI).  
 
 
Abbildung 4-16 Genexpression GSTP1 
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GSTT1 (Abbildung 4-17) war nur in 8 von 18 Zelllinien detektierbar, aber sonst 
durchweg positiv reguliert mit einer über 10-fachen Regulation in sechs Zelllinien (Mel-
JU, Mel-WIE, Mel-HO, Mel-IM, Sk-Mel-24, Colo-818). 
 
 
Abbildung 4-17 Genexpression GSTT1 
 
Für GSTT2 wurde eine Hochregulation in nur zwei Zelllinien (maximal 3-fach) 
verzeichnet. 
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5. Diskussion  
 
Mit Hilfe der Arraytechnologie und der sich anschließenden Real-time PCR konnte die 
relative Expression von membranständigen Transportproteinen der ABC- und SLC-
Transporterfamilie in 18  Primär- und Metastasenmelanomzelllinien bezogen auf primär 
humane Hautmelanozyten bestimmt werden.  
Der Vergleich zwischen malignen und benignen Zellen, wie hier geschehen, geht auf 
das Modell der Tumorgenese des malignen Melanoms zurück. Regelrechte 
Gewebezellen (Melanozyten) entwickeln sich durch stufenweise Transformation zu 
immer höher malignen Tumorzellen (Melanomzellen). Es handelt sich um ein 
klassisches onkologisches Modell. Die sukzessive Akkumulation von Mutationen im 
Erbgut (DNA) der Körperzelle führt zu Veränderungen in der Zellkommunikation,           
-teilung, -differenzierung und -immunologie und insgesamt zu einer autonomen 
Proliferation. Die melanozytäre Tumorgenese verläuft über folgende Stufen: normaler 
Melanozyt → benigner melanozytärer Nävus → dysplastischer melanozytärer Nävus → 
frühes malignes Melanom (horizontales Wachstum) →  fortgeschrittenes malignes 
Melanom (vertikales Wachstum) → metastasiertes Melanom [Gray-Schopfer et al., 
2007]. Diese morphologische Entwicklung geht nicht nur einher mit den genannten 
Veränderungen auf Erbgut-, d.h. DNA-, sondern auch auf RNA-Ebene. Der 
Aktivtätsunterschied eines bestimmten Gens, d.h. die „Ableserate“ oder sogenannte 
Genexpression, kann durch die Messung des Produktes, der messenger RNA, bestimmt 
werden. Insofern kann eine Abweichung der Genexpression in der Melanomzelllinie 
von der Genexpression in den Melanozyten als ein möglicher Faktor in der Pathogenese 
des malignen Melanoms gedeutet werden.  
 
Die onkologischen Forschungsarbeiten der letzten Jahrzehnte zeigen, dass 
Membrantransportern als „Torhüter“ der Zelle eine Schlüsselrolle im Verständnis der 
Tumorbiologie zukommt. Durch Kontrolle von Substrataufnahme und -abgabe nehmen 
sie eine zentrale Stellung im Zellstoffwechsel ein. In dieser Studie an 
Melanomzelllinien und primär humanen Melanozyten wurden Transporterproteine von 
zwei zentralen Transporterfamilien (solute carrier und ATP-binding cassette), die im 
Zusammenhang mit Zytostatikatransport bzw. multidrug resistance, 
Eikosanoidtransport und/oder Antigentransport stehen, untersucht.  
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Im Kontext der Zytostatikaresistenz wurden Proteine der MDR-, MRP- und OATP-
Familie und zwei weitere ABC-Transporter, ABCB5 und ABCG2, erforscht. Phase-I- 
(CYPs) und Phase-II-Enzyme (GSTs), die mit Phase-III-Enzymen (MRPs) und Phase-0-
Enzymen (OATPs) im Rahmen des vektoriellen Transports von Substanzen 
kooperieren, wurden ebenfalls untersucht. Besonders MRP- und OATP-Proteine haben 
sich neben vier OAT-Proteinen in den Forschungsarbeiten der letzten Jahre durch den 
aktiven Transport von Entzündungsmediatoren wie Prostaglandinen und Leukotrienen 
hervorgetan. Eikosanoide werden von zwei Hauptenzymen produziert, der 
Cyclooxygenase (COX) und der Lipoxygenase (LOX), und beeinflussen hormonähnlich 
die Zellkommunikation. In der Tumorimmunologie und Tumorabwehr spielen ebenfalls 
die TAP-Halbtransporter der ABC-Familie mit ihrem Antigentransport eine 
entscheidende Rolle. Die TAP1-Expression wird u.a. von IFN-α reguliert, dem 
wichtigsten Chemotherapeutikum in der adjuvanten Therapie des malignen Melanoms.  
 
Es handelt sich bei den erhobenen Daten um Genexpressionsanalysen. Eine eventuelle 
posttranskriptionale Modifikation kann nicht ausgeschlossen werden, d.h. trotz einer 
starken Genexpression kann das Protein schwach exprimiert sein und vice versa. 
Insgesamt konnte für jedes untersuchte Gen sowohl eine qualitative (nicht-
vorhanden/vorhanden bzw. absent/present) als auch eine semiquantitative 
(Melanomzellen vs. Melanozyten) Aussage getroffen werden. Die große Auswahl an 
Zelllinien (n=18) liegt weniger darin begründet die Fehlerquote möglichst niedrig zu 
halten, also eventuelle „Ausreißer“ zu erkennen, sondern in der Überlegung, dass jede 
Zelllinie ein individuelles Resistenzprofil besitzt. Somit handelt es sich nicht nur in 
Bezug auf die Transporterauswahl, sondern auch auf die hohe Anzahl an 
Melanomzelllinien um ein breit angelegtes Screening.  
 
Insgesamt kann man feststellen, dass in dieser Studie die Ergebnisse der Real-time PCR 
mit den Microarray-Ergebnissen größtenteils übereineinstimmen. Somit wird insgesamt 
die Aussagekraft der Chipresultate bestätigt.    
 
Die Ergebnisse werden im Zusammenhang mit den Funktionen, die den Transportern 
zukommen, diskutiert. Ein Schwerpunkt wurde auf eine mögliche krebsbiologische 
Rolle der Transporter beim malignen Melanom gelegt.   
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5.1. Zytostatikatransport und multidrug resistance 
 
Chemoresistenz ist eines der Haupthindernisse in der Therapie des malignen Melanoms 
und zeigt sich klinisch in der Wirkungslosigkeit von vielen gängigen, in der 
Tumortherapie benutzten, Medikamenten. Das Phänomen der Medikamentenresistenz 
konnte molekularbiologisch u.a. auf eine herabgesetzte Aufnahme (Influxproteine↓), auf 
eine gesteigerte Biotransformation (metabolisierende Enyzme↑) und/oder auf eine 
gesteigerte Exkretion (Effluxproteine↑) in mehreren Malignomen zurückgeführt werden 
[Gottesman et al., 2002; Röckmann & Schadendorf, 2003]. Transmembranproteine sind 
somit ein Hauptinteresse der Forschung im Verständnis der klinisch wichtigen 
Chemotherapieresistenz geworden. 
 
Bei den verwendeten Melanomzelllinien handelt es sich nicht um Krebszelllinien, die 
„vorsetzlich“ auf Zytostatikaresistenz selektiert wurden, und bei denen es konsekutiv zu 
einer Überexprimierung von spezifischen Transportern gekommen ist. Dieses ist oft in 
anderen Studien über multidrug resistance der Fall. Die Forschung konzentriert 
insgesamt sich auf das Auffinden von Substraten in Zellkultur-Experimenten, 
insbesondere durch  Resistenzstudien, Akkumulations- und/oder Effluxassays mit 
radiologisch- oder fluoreszenzmarkierten Xeno- und Endobiotika. Da es sich in dieser 
Studie um ein erstes Screening der Basisexpression von nicht-selektierten 
Melanomzellen handelt, fallen die erhobenen Ergebnisse vergleichsweise schwächer 
aus. Dennoch kann eine vorausgegangene Selektion der Melanomzellen durch 
stattgefundene Chemotherapien der Patienten im Einzelfall nicht ausgeschlossen 
werden. Die Therapien der Zellspender gehen aus den DSMZ- und ATCC- 
Informationsblättern nicht hervor. 
 
Besonders ein Teil der ABC-Transporter, die MDRs und MRPs, prägen den Begriff der 
multidrug resistance. Mittlerweile sind mehrere weitere Effluxarzneimitteltransporter 
im menschlichen Genom bekannt, die aus der ABC-Transporterfamilie stammen, wie 
zum Beispiel ABCG2 und ABCB5 [Diestra et al., 2002; Frank et al., 2005; Deeley et 
al., 2006]. Eine verstärkte Basisexpression dieser Transporter in Krebszellen und ein 
damit verbundener erhöhter Efflux der potentiell toxischen Zytostatika führen zu einem 
Resistenz-Phänotyp. Dieses konnte bisher mehrfach durch In-vitro-Experimente für 
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MRP1 und MRP2 u.a. beim malignen Melanom bestätigt werden [u.a. Berger et al., 
1997; Liedert et al., 2003;  Depeille et al., 2005].  
 
Die humanen MDR-Proteine, MDR1 (ABCB1) und MDR3 (ABCB3) scheinen den 
Ergebnissen zufolge keine Rolle in der melanozytären Tumorgenese zu spielen. Dieses 
wurde bereits von anderen Forschergruppen angenommen [Röckman & Schadendorf, 
2003]. Die MDR1- und MDR3-Gene wurden nur melanozytär exprimiert.  
Ähnliches wurde hier bei ABCB5 festgestellt, denn das dritte in der ABCB-Familie 
untersuchte Protein ist in Melanozyten sehr viel stärker exprimiert als in allen 
Melanomzellen. Hinweise auf eine Funktion in der Zytostatikaresistenz, wie von Frank 
et al. (2005) durch Doxorubicin-Resistenzstudien an Melanomen gezeigt wurde, liefern 
diese Ergebnisse nicht. Chen et al. (2005) konnten eine nahezu exklusive Expression 
der Isoformen ABCB5α/β in Melanomen und Melanozyten nachweisen. ABCB5 wurde 
nicht in amelanotischen Melanomen exprimiert. Dieses weist auf eine Bedeutung von 
ABCB5 in der Melanogenese und nicht in der Zytostatikaresistenz hin.  
Auch ABCG2 scheidet bei den untersuchten Zellen mit einer fast gleichen 
Transkriptmenge in gut- und bösartigen Zellen als potentieller Transporter für einen 
MDR-Phänotyp aus. Diestra et al. (2002) konnten immunhistochemisch ABCG2 in 
Melanomen nachweisen. Melanozyten wurden allerdings nicht untersucht. Möglich ist 
eine allgemeine prämaligne Bedeutung von ABCG2 in der Zellphysiologie von Zellen 
melanozytären Ursprungs.  
 
In der MRP-Familie konnte eine durchgehend vorhandene Expression nur für MRP1, 
MRP2, MRP4 und MRP5 gezeigt werden. Eine Expression der anderen MRP-Proteine 
(MRP6, MRP7, MRP8, MRP9 und MRP10) wurde nicht detektiert.  
 
Bei MRP1 ist die Expression in den Melanomzellen in einigen wenigen Zelllinien in 
der PCR doppelt und im Array dreifach so hoch wie in den Melanozyten. Die meisten 
Melanomzelllinien weisen jedoch eine fast gleiche Basisexpression auf. Dieses 
Ergebnis stimmt mit der Beobachtung von Berger et al. (1997) überein, die eine sich im 
oberen Bereich befindende MRP1-mRNA-Expression auch bei Melanozyten feststellen 
konnten. Interessanterweise konnte dennoch nur in Melanomzellen, aber nicht in 
Melanozyten, auf Proteinebene durch Immunfluoreszenz und funktionelle Assays 
MRP1 nachgewiesen werden. Von einer posttranskriptionellen Regulation in 
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Melanomzellen ist auszugehen. Weitere Studien an nicht-selektierten 
Melanomzelllinien zeigten eine tendentiell schwache mRNA-Expression von MRP1, 
jedoch jeweils nur an einer kleinen Zahl von Zelllinien und mit unterschiedlichen 
Methoden (Northern Blot, RT-PCR usw.) [Kruh et al., 1995; Nooter et al., 1995; 
Schadendorf et al., 1995; Flens et al., 1996]. MRP1 ist ein physiologisch ubiquitär 
exprimiertes Protein [Nooter et al., 1995; Borst et al.,  2000], und es handelt sich um ein 
Protein, dass konstitutiv in allen Zellen melanozytären Ursprungs, d.h. in Melanozyten 
und Melanomzellen, exprimiert wird. Im Allgemeinen stellten Flens et al. (1996) fest, 
stammen MRP1-positive Tumoren von Geweben ab, die schon vorher MRP1 exprimiert 
haben und bei denen eine Expression während der malignen Transformation lediglich 
persistiert. MRP1 wegen einer allgemein schwachen Regulation eine Bedeutung in der 
Zytostatikaresistenz abzusprechen, wäre zu vorschnell. Berger et al. (1997) konnten 
bereits zeigen, dass die variablen und meist unter denen der Melanozyten liegenden 
MRP1-Expressionswerte der Melanomzellen dennoch mit der Zytostatikaresistenz auf 
Daunomycin und Doxorubicin korrelierten. Beides sind Stoffe, die von MRP1 
transportiert werden. Eine mit Malignität (Melanozyt < Primärmelanomzelllinie < 
Metastasenzelllinie) ansteigende Expression, die Schadendorf et al. (1995), aber nicht 
Berger et al. (1997), zeigen konnten, wurde hier an den Zellen nicht beobachtet. 
Bisherige Studien, die MRP1 vor und nach Chemotherapie verglichen, konnten keinen 
signifikanten Unterschied feststellen [Schadendorf et al., 1995; Ichihashi & Kitajima, 
2001]. Weitere mögliche Funktionen von MRP1 sind der Beitrag zum Redoxstatus der 
Zelle und ein allgemeiner Zellschutz vor oxidativem Stress. Zudem konnte MRP1 auch 
lysosomal nachgewiesen werden [Rajagopal & Simon, 2003]. Eine Funktion im 
intrazellulären Substrattransport zum lysosomalen Abbauort ist somit denkbar. 
Desweiteren kann durch die Doppelfunktion von MRP1 im Xenobiotikatransport und 
Leukotrientransport eine primäre Bedeutung von MRP1 als Leukotrienpumpe in der 
Zellphysiologie von Zellen melanozytären Ursprungs in Betracht gezogen werden 
(siehe Kapitel 5.2.).  
 
MRP2 wird in zwei Zelllinien, Sk-Mel-5 und -30, überexprimiert (>3-fach). Beides 
sind interessanterweise Metastasenzelllinien. Leider sind keine klinischen Daten über 
beide Patienten und ihre Therapien vorhanden. MRP2 ist ein vornehmlich hepatisch 
exprimiertes Transportprotein. Bisher wurde es in nur wenigen extrahepatischen 
Organen vorgefunden, und in der Haut (Keratinozyten und Fibroblasten) konnte es nicht 
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nachgewiesen werden [Baron et al., 2001b]. MRP2 unterscheidet sich von allen anderen 
MRPs durch seine Fähigkeit, Cisplatin zu transportieren, ein Zytostatikum, welches in 
der Melanomtherapie Verwendung findet (DVP-Schema, DBCT-Schema) [Hengge, 
2006]. Eine Cisplatinresistenz konnte an einer selektierten Melanomzelllinie auf eine 
verstärkte Expression von MRP2 zurückgeführt werden. Die MRP2-Überexpression 
und der konsekutiv erhöhte Cisplatinefflux führten zu einer verringerten Bildung von 
DNA-Platin-Addukten, einer verminderten Apoptoserate und einem früheren Reentry in 
den Zellzyklus [Liedert et al., 2003; Materna et al., 2005]. Zusammengefasst handelt es 
sich bei MRP2 um einen potentiellen Resistenzfaktor insbesondere für Cisplastin, aber 
auch für andere Zytostatika wie Anthrazykline oder Vinca-Alkaloide. MRP2 konnte 
bisher als negativer Prognosefaktor beim Ovarialkarzinom bestätigt werden [Deeley et 
al., 2006]. Klinische Studien mit MRP2-Inhibitoren liegen bisher jedoch nicht vor.   
 
MRP3 ist nur in einer Zelllinie, IGR 39, im Vergleich zu den anderen 
Melanomzelllinien und den Melanozyten deutlich hochreguliert. Dieses wurde sowohl 
im Array als auch in der PCR festgestellt. Bei einer Expression in nur einer Zelllinie ist 
eine generelle Aussage zur Rolle von MRP3 in der Pathogenese des malignen 
Melanoms nicht möglich. 
 
Das am stärksten in den Melanomzellen überexprimierte multidrug resistance-
associated protein war mit Abstand MRP4 mit einer gemittelten 2-fachen Expression in 
allen untersuchten Melanomzellen und Maximalwerten von 5-fach bei der PCR und 7-
fach bei den Microarrays. MRP4 zeichnet sich nicht besonders durch eine große 
Substratvielfalt aus. Es unterscheidet sich von  MRP1, MRP2 und MRP3 mit MRP5 
durch den aktiven Transport von Nukleosid- bzw. Nukleotidanaloga [Deeley et al., 
2006]. Diese spielen in der Krebstherapie eine Rolle. Belinsky et al. (2007) konnten an 
MRP4-Knockout-Mäusen eine erhöhte Letalität unter der Behandlung mit 
Nukleosidanaloga feststellen. Eine Steuerung der intrazellulären cGMP- oder cAMP-
Konzentrationen durch MRP4 konnte allerdings widerlegt werden [Wielinga et al., 
2003]. Eine weitere Besonderheit liegt in der Fähigkeit von MRP4 diverse Prostanoide 
(u.a. PGE2) zu transportieren. Der Transport und die Synthese konnten mit NSAIDs 
gehemmt werden [Reid et al., 2003].  Es handelt sich bei PGE2 um ein nachweislich 
krebsförderndes Prostaglandin, das von Melanomzellen synthetisiert wird [Goulet et al., 
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2003; Nicolaou et al., 2004]. Darauf soll in Kapitel 5.2. im Kontext des 
Entzündungsmediatortransports näher eingegangen werden.    
 
MRP5 wurde in den Zelllinien mit einer gleich hohen Expression in Melanomen und 
Melanozyten vorgefunden. Es handelt sich also um ein Protein, das scheinbar 
konstitutiv in Zellen des melanozytären Systems exprimiert wird. Eine Persistenz 
während der malignen Transformation ist wahrscheinlich. Neben den Ergebnissen 
spricht auch das geringe Substratspektrum von MRP5 gegen eine weitreichende 
Funktion in der Zytostatikaresistenz. Bisher zeichnet sich MRP5 v.a. durch seinen 
Nukleotid-/Nukleosidanalogatransport aus. Die genaue Einordnung der Funktion steht 
nach dem jetzigen Stand der Literatur noch aus.      
 
Effluxtransporter wie MRPs kooperieren mit Influxtransportern wie OATPs und 
metabolisierenden Enzymen im Rahmen des Zytostatikatransports und der sich 
anschließenden Verstoffwechselung [Merk et al., 2006]. Dieses Modell wird auch als 
vektorieller Transport bezeichnet. OATPs und MRPs transportieren beispielsweise 
beide Methotrexat und aktive Metabolite von Irinotecam. Dass Tumorzellen sich auch 
durch eine verringerte Aufnahme vor toxischen Substanzen schützen können, ist 
bekannt [Gottesman et al., 2002]. Xeno- und Endobiotika erreichen das Zytoplasma 
entweder transporter-mediiert oder durch einfache Diffusion über die Plasmamembran 
[Röckman & Schadendorf, 2003]. Die OATP-Influxproteine gehören dabei zu den 
wichtigsten Arzneimitteltransportern. Ihre (patho-)physiologische Rolle in den meisten 
Organen ist noch unklar [Hagenbuch & Meier, 2004] und ihre Expression beim 
malignen Melanom wurde noch nicht untersucht. In diversen Malignomen konnte eine 
OATP-Expression detektiert werden [Tamai et al., 2000; Abe et al., 2001]. Bisher 
wurde in den aktuellen Forschungsarbeiten zum Thema „OATPs in Malignomen“ vor 
allem ihre Funktion als potentieller Influxtransporter für Zytostatika beleuchtet. Ein 
OATP1B3-Phänotyp ging in transfizierten Zellen mit einer erhöhten Sensitivität 
gegenüber Methotrexat einher [Abe et al., 2001]. Desweiteren konnten Ballestero et al. 
(2006) OATPs als „Target“ für synthetische zytostatische Gallensäurederivate nutzen.  
Einhergehend mit der Forderung an eine optimal resistente Krebszelle eine gesteigerte 
Effluxproteinexpression zu haben, sollten die Influxtransporter herunterreguliert sein. 
Dafür spricht die Beobachtung von Bronger et al., die in gliösen Hirntumoren nur an der 
Blut-Tumorschranke SLCO1A1 und SLCO2B1, aber nicht im Tumorgewebe selber, 
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nachweisen konnten. SLCO1C1, SLCO1B1, SLCO1B3 und SLCO4A1 wurden gar 
nicht exprimiert. Die untersuchten Gliome zeigten hingegen eine starke Expression von 
MRP4 und MRP5 in den Tumoren und an der luminalen Seite der Blut-Tumor-
Schranke, vereinbar mit einem vom entarteten Gewebe weggerichteten Transport 
[Bronger et al., 2005]. Gliome gehören neben dem malignen Melanom zu den 
chemoresistentesten Tumoren. Ebenso konnten Wlcek et al. (2008) eine signifikant 
höhere mRNA-Expression von OATP2B1, OATP3A1 und OATP4A1 in nicht-malignen 
verglichen mit malignem Gewebe nachweisen. 
Eine Resistenz, die nur auf vermindertem Influxtransport beruht, geht jedoch nicht aus 
der Literatur hervor. Desweiteren können theoretisch alle OATP-Transporter als 
potentiell bidirektionale Kotransporter bei Vorliegen entsprechend inverser 
Substratkonzentrationen auch als Effluxtransporter für Zytostatika fungieren [Li et al., 
2000; Hagenbuch & Meier, 2004]. Dies ist jedoch im Kontext der Zytostatikaresistenz 
unwahrscheinlich und pathophysiologisch nicht sinnvoll.  
Die hier untersuchten Zellen exprimieren „nur“ vier Mitglieder der OATP-Familie von 
11 möglichen. OATP2B1, OATP3A1, OATP4A1 und OATP5A1 zeigten eine 
Hochregulation verglichen mit Melanozyten. Alle vier besitzen ein restriktives 
Substratspektrum verglichen mit den OATP1As und OATP1Bs. Bei OATP2B1, 
OATP3A1 und OATP4A1 handelt es sich um schon bekannte Hauttransporter, die in 
Keratinozyten nachgewiesen werden konnten [Schiffer et al., 2002]. Bisher wurde nur 
OATP3A1 in seiner Expression im malignen Melanom untersucht und bestätigt [Adachi 
et al., 2003]. Eine Expression in mehreren anderen Tumorgeweben konnte auch für 
OATP4A1, jedoch nicht für OATP2B1 bestätigt werden [Tamai et al., 2000]. Über 
OATP5A1 sind noch keine Daten vorhanden. Ebenso lagen bisher keine Daten über die 
OATP-Expression in Melanozyten vor.  
Die Beobachtung, dass OATP3A1 stark in prostaglandinreichen Geweben exprimiert 
wird [Adachi et al., 2003], sowie die Tatsache, dass ein Zytostatikatransport bisher in 
keinem der vier exprimierten Proteine beschrieben wurde, spricht dafür, dass die 
Hochregulation der OATPs in den Melanomzelllinien vielmehr unter dem Aspekt des 
Prostaglandintransports betrachtet werden sollte (siehe Kapitel 5.2.).  
 
Insgesamt zeigen die erhobenen Daten, dass einige MRPs (MRP1 und MRP2) durch 
Medikamentenresistenz potentielle Faktoren in der Pathogenese des malignen 
Melanoms sind. OATP-Transportern kommt hingegen eine untergeordnete Rolle zu. 
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Die beobachtete geringe konstitutive Basisexpression von OATPs (4 von 11) 
insbesondere der zytostatikatransportierenden OATP-Proteine in Melanozyten und 
Melanomzellen, lässt nicht den Umkehrschluss zu, dass es sich hierbei um einen 
Resistenzmechanismus handelt. Es liegt kein allgemeiner Trend zu einer 
Herunterregulation vor. Möglich wäre auch eine Rolle im verminderten 
Arzneimittelinflux durch andere Transporterfamilien (u.a. SLC22). 
 
Teil dieser Studie waren ebenfalls ausgewählte Enzyme der Phase I und Phase II der 
Biotransformation. Eine Koexpression und ein Zusammenspiel mit MRP-Transportern 
können zu einem Synergismus führen, mit einer sich potenzierenden Auswirkung auf 
die Zytostatikaresistenz. Beispielsweise konnte bereits eine Interaktion von 
Arzneimittelpumpen (MDR1) und Cytochrom P450-Enzymen (CYP3A4) gezeigt 
werden [Baron et al., 2001a], ebenso wie eine Zusammenarbeit von GSTP1 und MRP1 
in der Etoposid-Resistenz beim malignen Melanom [Depeille et al., 2005]. Bauer et al. 
(2008) konnten eine gemeinsame Hochregulation und Kolokalisierung von MRP2 und 
GSTpi durch Aktivierung des PXR-Liganden beweisen. 
Bei den meisten untersuchten Enzymen der Cytochrom P450-Familie (CYPs) konnte 
enweder keine Expression oder eine starke Herunterregulation festgestellt werden 
(CYP3A4, CYP2B6, CYP2S1, CYP26A1, CYP27A1, CYP2J2 und CYP1B1). Nur 
CYP1A1, exprimiert in 10 von 17 Zelllinien, zeigte eine eindeutige Hochregulation. In 
der Haut werden CYP1A1, CYP1B1, CYP2B6, CYP3A5 und CYP2E1 in 
Keratinozyten konstitutiv exprimiert [Baron et al., 2001b]. Die meisten der hier 
untersuchten Cytochrome scheinen demnach keine eindeutige Rolle in der 
Pathophysiologie des malignen Melanoms zu spielen. Als tumorspezifische Rolle für 
CYP1A1 geht aus der Literatur u.a. der Abbau von Xenobiotika und reaktiven 
Sauerstoffspezies bei UV-Bestrahlung hervor [Dolžan et al., 2006]. Baron et al. (2001b) 
konnten eine Induktion von CYP1A1 durch das Xenobiotikum Benzanthracen zeigen. 
Bei weiteren, der hier scheinbar unwichtigen CYPs, könnte eine Induktion durch 
Zytostatika durchaus auch eine Rolle spielen.   
Eine gesteigerte Detoxifikation durch Glutathion-S-Transferasen (GSTs) scheint eine 
Ursache für eine vermehrte Verstoffwechselung und Inaktivierung von Zytostatika beim 
malignen Melanom zu sein [Serrone & Hersey, 1999]. Bei den untersuchten Phase-II-
Enzymen wurde eine Hochregulation in den Melanomzellen für GSTT1 und GSTP1 
gezeigt. Besonders relevant ist eine Koexpression von Glutathion-S-Transferasen und 
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MRP1, dem ubiquitären GS-X-Transporter [Jedlitschky et al., 1996]. Aber auch andere 
MRPs transportieren Glutathionkonjugate wie MRP2 und MRP3. Gluthation-S-
Tranferasen (GSTP1-1) katalysieren die Verstoffwechselung von Prostaglandin-As, das 
via MRP1 oder MRP2 ausgeschleust wird [u.a. van Iersel et al., 1999] (siehe Kapitel 
5.2.). Es handelt sich bei diesen metabolisierenden Enzymen um potentielle Faktoren 
für eine vermehrte Biotransformation und Zytostatikaresistenz.  
 
5.2. Eikosanoide in der Tumorgenese 
 
Es gibt eindeutige Hinweise für eine tragende Rolle der Prostaglandine und Leukotriene 
in der Krebsbiologie. Durch seine Fähigkeit zur Stimulation von Zellproliferation und    
-migration, Inhibition von Apoptose, Steigerung der Angiogenese und Erhöhung der 
Invasivität hat beispielsweise Prostaglandin E2 eine wichtige Bedeutung in der 
Tumorgenese [Dannenberg & Subbaramaiah, 2003; Konturek et al., 2005]. 
Prostaglandin A‘s wirken auf die tumorale Umgebung proliferationshemmend und 
immunsuppressiv [Kolberg et al., 2006]. Leukotrien C4 erhöht die 
Metastasierungstendenz [Reich et al., 1989] und Leukotrien B4 wirkt 
proliferationsfördernd [Bortuzzo et al., 1996]. Durch erfolgreiche klinische Studien mit 
COX-Inhibitoren wurde die Bedeutung der Prostaglandine gefestigt und eine 
prognostische Bedeutung der Cyclooxygenase und ihrer Produkte bewiesen. Die 
Wirkung der Eikosanoide ist nach neuesten Erkenntnissen an die Synthese und an den 
protein-mediierten Transport, um an den Wirkort zu gelangen, gebunden. Dem schließt 
sich ein signalterminierender Schritt an, der ebenfalls transporter-mediiert sein kann. 
Die Erkenntnisse im Eikosanoidtransport und -wirkmechanismus sind bisher 
unvollständig, und die Funktion der einzelnen Transporter ist noch nicht endgültig 
geklärt. Obwohl gerade das maligne Melanom ein Tumor mit nachgewiesener 
immunologischer Relevanz ist, wurde dem Eikosanoidstoffwechsel bei anderen 
Malignomen bisher mehr Beachtung geschenkt.  
 
Eikosanoide sind Arachidonsäurederivate, die entweder von COX oder LOX-Enzymen 
synthetisiert werden. Nicolaou et al. (2004) und Goulet et al. (2003) konnten zeigen, 
dass Melanozyten und Melanomzellen COX-1 und COX-2 exprimieren. In einer 
weiteren Studie konnte nachgewiesen werden, dass eine 5-Lipoxygenaseaktivität (5-
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LOX) in Melanomen fehlt. Es ist allerdings bekannt, dass ein „LTA4-Import“ aus 
anderen Zellen möglich ist und somit auch eine Leukotrien C4-Produktion erfolgen 
kann. Gleiches konnte in der Prostaglandin-Produktion für PGH2 nachgewiesen werden. 
Ein spezifisches Transportprotein für LTA4 oder PGH2 ist bisher noch nicht bestätigt 
worden [Folco & Murphy, 2006]. Eine Rolle der OATP-Proteine wäre hier möglich. 
Eikosanoide werden sowohl von Melanomzellen als auch Melanozyten synthetisiert mit 
einem Produktionsprofil von 5-HPETE, LTC4, PGE2, PGF2α und PGD2 [Okano-Mitani 
et al., 1997; Denkert et al., 2001; Goulet et al, 2003; Nicolaou et al., 2004] in 
Melanomzellen. Auch PGAs werden nachweislich in Melanomzellen verstoffwechselt 
[van Iersel et al., 1999]. Melanozyten produzieren weder 5-HPETE, noch PGE2 oder 
PGF2α [Goulet et al., 2003]. Daten über eine LTC4-Produktion in Melanozyten liegen 
nicht vor.  
 
In den Microarray-Ergebnissen wurden die bisherigen Beobachtungen nur zum Teil 
bestätigt. Es wurde eine konstitutive COX-2-Basisexpression, aber keine COX-1- oder 
5-LOX-Expression, in Melanomzellen und Melanoyten mit der Genchip-Technologie 
nachgewiesen. Für COX-2 kann aufgrund der geringen Anzahl von untersuchten 
Zelllinien beim Array keine Aussage bzgl. vermehrter Expression in Metastasen 
getroffen werden. Da es sich bei den COX-Enzymen um stark induzierbare Enzyme 
handelt, könnte bei Stimulation, beispielsweise mit Arachidonsäure, ein Unterschied in 
der Expression zwischen Melanozyten und Melanomzellen auftreten, der in der 
Basisexpression noch nicht offensichtlich ist. Auf eine Bestätigung mit der Real-time 
PCR wurde jedoch, da die Enzyme nicht direkt Teil dieser Studie sind, verzichtet. 
 
Prostanoidtransport wird nach heutigem Wissensstand von drei 
Transportproteinfamilien mediiert: organic anion transporting polypeptides (OATPs),  
multidrug resistance-associated proteins (MRPs) und organic anion transporters 
(OATs). Leukotriene werden  sowohl von Mitgliedern der MRP- als auch der OATP-
Familie transportiert [Schuster, 2002; Jedlitschky et al, 2002]. Welche übergeordnete 
Rolle den Eikosanoidtransportern im vektoriellen Transport zukommt, kann bisher nur 
vermutet werden. In den Melanomzellen und Melanozyten konnten die 
Prostaglandintransporter MRP1, MRP2, MRP4, OATP2B1, OATP4A1, OATP3A1 und 
OATP5A1 und die Leukotrientransporter MRP1, MRP2 und MRP4 nachgewiesen 
werden. Es wurde kein Mitglied der OAT-(SLCO22-)Familie detektiert. Potentielle 
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Prostanoid-Transporter wären OAT1, OAT2, OAT3 und OAT4. Aus der Literatur geht 
hervor, dass OATs vornehmlich in der Niere und der Leber exprimiert werden. Ihre 
Rolle im Prostglandintransport ist noch unklar [Schuster, 2002], ebenso wie ihre 
Bedeutung in malignen Geweben.  
 
Leukotrienefflux wird von MRP1, MRP2, MRP3 und MRP4 mediiert. MRP1 als der 
Hauptleukotrientransporter wird sowohl in Melanozyten als auch in Melanomzellen 
exprimiert und ist in wenigen Zelllinien hochreguliert (IGR-39, Mel-Juso 2-fach in der 
PCR, 3-fach im Array). Aufgrund seiner LTC4-Transportkinetik kann MRP2 und MRP4 
im Leukotrientransport vernachlässigt werden (Km(MRP1): 0,1µM; Km(MRP2): 1µM; 
Km(MRP4): 5,2 - 5,6µM). MRP3 als mögliche dritte Leukotrienpumpe wird in (fast) 
allen Melanomzelllinien (außer IGR-39) nicht exprimiert. Der Transport von LTC4 ist 
die wichtigste physiologische Funktion von MRP1 und LTC4 das Substrat mit der 
höchsten Affinität und Transportrate (Vmax/Km Ratio) [Jedlitschky & Keppler, 2002]. 
Ein Transport seiner Metaboliten LTD4 und LTE4 ist mehr von experimentellem 
Interesse, da es sich um extrazellulär gebildete Leukotriene handelt, die beim Melanom 
nicht nachgewiesen werden konnten [Okano-Mitani et al., 1997]. Zudem sind die 
Transportraten von beiden bedeutend geringer als die von LTC4 [Leier et al., 1994]. Es 
konnte eine Stimulation des LTC4-Transports von MRP1 durch Glutathion (GSH), 
einem Substrat der Leukotriensynthese, gezeigt werden [Loe et al., 1996]. Der 
Leukotrientransport ist an seine intrazelluläre Synthese gekoppelt. Dieses konnten  
Robbiani et al. (2000) an MRP1-Knockout-Mäusen bei der Mobilisierung von 
dendritischen Zellen und deren Migration in die Lymphbahnen direkt zeigen. LTC4 übt 
seine Wirkung über eine extrazelluläre Bindung an Leukotienrezeptoren (cysLTs) aus. 
Die bekannten OATP-LTC4-Transporter (OATP1B1, OATP1B3) wurden nicht in den 
Melanomzellen detektiert. Ihre bisher bekannte Aufgabe ist die Leukotrien-Aufnahme 
in ihrem Abbauorgan Leber [Schuster, 2002] (siehe Abbildung 1-5). 
Neuere Studien bestätigen die Bedeutung des Leukotrienmetabolismus, insbesondere 
von LTC4, in Melanozyten und Melanomzellen. LTC4 ist ein potentes Mitogen bei in 
Kultur gehaltenen Melanozyten und fördert die melanozytäre Migration [Morelli et al., 
1989 & 1992]. Weitere Studien zeigen die Förderung von Invasions- und 
Metastasierungstendenz durch LTC4 an Melanomen [Reich et al., 1989]. Alle 
Ergebnisse lassen schlussfolgern, dass LTC4 mit MRP1 als dem Haupteffluxtransporter 
eine Bedeutung in der Pathogenese des malignen Melanoms zukommt.  
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In neuesten Studien konnte ein MRP4-vermittelter Transport von LTB4 gezeigt werden. 
Dieser Transport findet nur im Beisein von Glutathion statt. Ob dieses kotransportiert 
wird, ist nicht bekannt [Rius et al., 2008]. MRP4 ist der bisher einzige bekannte LTB4-
Transporter. Eine LTB4-Produktion in Melanomzellen liegt durch den Nachweis einer 
LTA4-Hydrolase-Aktivität durch Okano-Mitani et al. (1997) nahe. Keratinozyten 
besitzen Leukotrien B4-Rezptoren und stellen somit mögliche Zielzellen dar. Leukotrien 
B4 wirkt auf Keratinozyten sowie auf Kolonkarzinomzellen nachweislich 
proliferationsfördernd [Groß et al., 1988; Bortuzzo et al., 1996]. Es spielt ebenfalls eine 
Rolle in der postinflammatorischen Hyperpigmentierung bei verschiedenen 
Hauterkrankungen [Okano-Mitani et al., 1997]. Die genaue Rolle von LTB4 und seiner 
Rezeptoren B-LT1 und B-LT2 sind noch unklar. Leukozyten exprimieren B-LT1 an ihrer 
Zelloberfläche und LTB4 wirkt chemotaktisch. Insgesamt ergeben sich erste Hinweise 
für eine Rolle von LTB4 und seinem Transporter MRP4 in der Melanom-Tumorgenese.    
 
In diesem ganzen Kontext darf jedoch nicht die komplexe in-vivo-Situation mit der 
wechselseitigen Interaktion von Melanozyten/Melanomzellen auf der einen Seite und 
der reichhaltigen Zellvielfalt in der Dermis und Epidermis (Keratinozyten, Fibroblasten, 
Neutrophile, Lymphozyten, Makrophagen, Endothelzellen usw.) und ihrer 
Stoffwechselprodukte auf der anderen Seite außer Acht gelassen werden. Bzgl. der 
Arachidonsäurederivate kann von einer gegenseitigen Abhängigkeit der Donor- und 
Akkzeptorzellen ausgegangen werden. Die Wirkung hängt ebenfalls von der 
Rezeptorexpression auf jeder Zelle ab, bei der neben der parakrinen Stimulation 
ebenfalls eine autokrine möglich ist. 
 
MRP1 und MRP2 zeichnen sich durch ihre Fähigkeit aus, PGA-Glutathionkonjugate zu 
transportieren [Evers et al., 1997 & 1998]. Eine PGA-Synthese konnte in Melanomen 
noch nicht festgestellt werden. Die Bildung erfolgt ohnehin extrazellulär aus 
dehydrierten PGEs [Kolberg et al., 2006]. Ein PG-A-Influxprotein ist bisher nicht 
bekannt. PGAs wirken bei intrazellulärer Akkumulation proliferationshemmend und 
immunsupressiv. Ein Schutzmechanismus konnte an murinen Leukämiezellen bei 
Exposition mit PGA2 durch die intrazelluläre Bildung von PGA2-SG durch Glutathion-
S-Transferasen und eine Exkretion ins Medium nachgewiesen werden [Parker & Ankel, 
1992]. Folglich kann eine tumorale PGA-Synthese aus PGE in Kombination mit einer 
MRP1-Überexpression sinnvoll sein. Die Tumorzellen werden durch die Pumpen vor 
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der toxischen Akkumulation geschützt, und die MRP-negativen Lymphozyten werden 
im PGA-reichen Tumorgewebe „stillgelegt“ [Kolberg et al., 2006]. In der idealen 
Tumorzelle sollten die GSTs, beispielsweise GSTP1 [van Iersel et al., 1999], mit 
Glutathionpumpen (z. Bsp. MRP1 oder MRP2) koexprimiert werden. Dieses ist bei 
einigen untersuchten Melanomzellen der Fall, u.a. bei Mel-HO mit einer zwar mäßigen 
MRP1-, aber einer ca. 4-fachen GSTP-1-Hochregulierung oder Mel-WEI mit einer 2-
fachen MRP2- und einer fast 4-fachen GSTP-1-Expression. Dieser Mechanismus 
kommt folglich in einigen Melanomzellen, in denen ABCC1 und/oder ABCC2 und 
Gluthation-S-Transferasen hochreguliert sind, durchaus in Frage.  
 
In dieser Studie konnten eine stark erhöhte Basisexpression von MRP4 in allen 
Melanomzellen mit einer bis zu 7-fachen Hochregulation gezeigt werden. Sowohl das 
Substratprofil als auch das physiologische Expressionsmuster, vornehmlich in Organen 
mit einem vitalen Prostglandinmetabolismus (u.a. Niere), lassen weniger eine Funktion 
von MRP4 in der Zytostatikaresistenz beim malignen Melanom vermuten, sondern 
deuten insgesamt auf eine Rolle im Prostaglandinstoffwechsel bzw. -transport hin. 
MRP4 mediiert nachweislich den Transport von PGE1, PGE2, PGF2α und TXB2. [Reid 
et al., 2003; Rius et al., 2005]. Prostaglandin E2 und F2α werden von Melanomzellen 
produziert; in Melanozyten konnte bisher keine Prostaglandin-Produktion bestätigt 
werden [Denkert et al., 2001; Goulet et al., 2003; Nicolaou et al., 2004]. Eine 
Produktion des proonkogenen PGE2 durch COX-2 und seine Exkretion durch MRP4-
Transporter, dem einzigen bisher bekannten primär-aktiven PGE-Effluxtransporter, 
erscheint tumorbiologisch beim malignen Melanom folgerichtig.    
 
Komplexer als für die MRP-Transporter wird hingegen die Funktionszuweisung für die 
in den Melanomzellen hochregulierten OATP-Kotransporter (OATP2B1, OATP4A1, 
OATP3A1 und OATP5A1). Ihre Funktion und Expression wurde bisher beim malignen 
Melanom kaum untersucht. In den Melanomzellen stechen zwei Transporter der OATP-
Familie durch ihre übermäßig starke Basisexpression hervor: OATP3A1 (bis zu 10-
fach) und OATP5A1 (bis zu 560-fach). 
Was OATP2B1 und OATP4A1 angeht, gibt es widersprüchliche Berichte über ihre 
Fähigkeit zum PGE2-Transport [Tamai et al., 2000; Kullak-Ublick et al., 2000]. Wenn 
überhaupt kann aufgrund der Kinetik nur von einem schwachen Transport ausgegangen 
werden. Eine physiologische Funktion nehmen die Transporter im hepatischen 
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Metabolismus (OATP2B1) und im Schilddrüsenhormontransport (OATP4A1) wahr. 
OATP2B1 wird deweiteren kaum in malignen Geweben exprimiert [Tamai et al., 2000].  
OATP3A1 ist ein vielseitiger ubiquitär exprimierter Prostaglandintransporter, der drei 
Entzündungsmediatoren transportiert: Prostaglandin E1, E2 und F2α. Für die beiden 
letztgenannten konnte, wie schon gesagt, eine Produktion in Melanomzellen gezeigt 
werden. Weitere Substrate von OATP3A1 sind Estron-3-Sulfat und Benzypenicillin. 
Insgesamt handelt es sich um ein restriktives Substratspektrum. Desweiteren weist die 
OATP3A1-Expression in diversen weiteren Tumoren auf eine tumorbiologische 
Funktion hin [Adachi et al., 2003].  
OATP5A1 ist ein vollkommen unbekannter Transporter, der noch nicht charakterisiert 
wurde. In Anbetracht der Tatsache, dass die meisten Transporter der OATP-Familie 
Prostaglandine transportieren, und dass seine nächsten Verwandten OATP4A1 und 
OATP3A1 sind [Hagenbuch & Meier, 2004], kann ein PG-Transport angenommen 
werden. Seine starke Regulation mit Werten weit im 100-fachen Bereich und sein 
„familiärer Hintergrund“ lassen eine wichtige Funktion beim malignen Melanom 
vermuten.  
 
Inwiefern ein OATP-mediierter Influx im aktiven Transport von Prostaglandinen in 
Wechselwirkung mit anderen Transportsystemen wie MRPs von Bedeutung beim 
malignen Melanom ist, kann bisher nur gemutmaßt werden. Von allen verschiedenen 
PGs soll hier vor allem PGE2 diskutiert werden, nicht nur wegen seiner nachgewiesenen 
tumorbiologischen Wirkung, sondern auch wegen des in den Melanomzelllinien 
exprimierten Transporterprofils. Dieses legt einen PGE2-Transport nahe.   
Der Abgabe von PGE2 über MRP4 folgt seine Bindung an spezifische Rezeptoren, EP1 
bis EP4. Diese befinden sich klassischerweise extrazellulär. Neuere Studien konnten 
auch eine Expression von EP1 an nukleären Membranen nachweisen. Zusätzlich zum 
rezeptorabhängigen Weg können Prostaglandine intrazellulär über den nukleären 
Hormonrezeptor und Transkriptionsfakor peroxisome proliferator-activated receptor 
(PPAR) wirken [Gupta & DuBois, 2001]. Um zum intrazellulären Wirkort zu gelangen, 
müssten Prostaglandine entweder von anderen Zellen importiert werden (OATP-
Transporter) oder intrazellulär produziert werden. Letzteres oder ein Re-Import 
entspräche einer autokrinen Stimulation.  
Ein PG-Import konnte bereits experimentell gezeigt werden. Die Blockierung von 
Prostaglandininfluxtransportern konnten den Effekt von PGE1 an Nervenzellen 
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aufheben [Kawamura et al., 1999]. Somit konnte eine direkte Rolle des 
Prostaglandintransports in der PG-Signaltransduktion nachgewiesen werden.  
Möglicherweise erfüllen die Transporter eine Lieferfunktion zu intrazellulären EP-
Rezeptoren oder anderen Targets (PPAR). Neben der Funktion, Prostaglandinen den 
Weg zu ihren nukleären Zielstrukturen zu erleichtern, wurde auch eine 
neurotransmitterähnliche Wiederaufnahme in die prostaglandin-produzierenden Zelle 
durch OATP-Transporter von Schuster (2002) vorgeschlagen, da beispielsweise COX-
Enzyme und OATP-Transporter oft koexprimiert werden. Dieses entspräche dann, wie 
gesagt, bei Bindung an intrazelluläre Rezeptoren einer autokrinen Stimulation. Möglich 
ist auch ein konsekutiver intrazellulärer Abbau.  Denn die PG-Aufnahme wird ebenfalls 
in einem anderen Kontext, nämlich ihrem Abbau, diskutiert. Die ubiquitär exprimierten 
PGT-Transporter werden sehr stark im Lungengewebe exprimiert, und eine Rolle der 
Transporter in der pulmonalen Prostaglandin-Clearance wird angenommen [Schuster, 
2002]. Der Transport zu intrazellulären Dehydrogenasen, die PG abbauen, wird 
scheinbar durch OATP-Transporter mediiert. Dadurch kommt es zu einer Terminierung 
des Signals.  
 
 
Abbildung 5-1 Prostaglandintransport und -signaltransduktion 
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Prinzipiell möglich ist ebenfalls eine Rolle der OATPs im Transport von weiteren 
Arachidonsäurederivaten wie Eikosanoidvorstufen. Von Reich et al. (1996) konnte 
beispielsweise eine Aufnahme von 5-HPETE gezeigt werden, bei der neben der 
einfachen Diffusion auch eine transportproteinvermittelte in Frage kommt. Auch die 
Aufnahme von LTA4 in LOX-negativen Zellen oder PGH2 in COX-negative Zellen 
durch OATPs wäre denkbar.  
Da es sich bei den OATPs um Kotransporter handelt, ist theoretisch ebenfalls eine 
Prostanoid-Abgabe, wenn die Konzentration im Zytoplasma höher als extrazellulär ist, 
möglich [Kanai et al., 1995; Funk, 2001]. Eine Bestätigung in Geweben oder in vivo 
steht aber noch aus.  
 
Ob Prostaglandine das Tumorwachstum durch direkte Wirkung auf die malignen Zellen 
oder indirekt über andere Zelltypen im Stroma ausüben, bleibt unklar. Die Interaktion 
der PG-produzierenden malignen und benignen Zellen,  ihre COX-2-Expression und das 
PG-Profil aller Zellen ist noch Gegenstand der Forschung. Die Arachidonsäurederivate, 
egal von welcher Zelle synthetisiert, wirken auf die malignen Zellen (cell autonomous 
effect) und die umgebenden Zellen (cell non-autonomous effect oder landscaping effect) 
[Gupta & DuBois, 2001].   
 
Zusammenfassend steht die genaue Einordnung der Efflux- und Influxtransporter in die 
komplexen Wirkmechanismen der verschienenen Prostaglandine noch aus. Diese Studie 
gibt jedoch Hinweise auf eine wichtige Rolle von MRP4, OATP3A1 und dem bisher in 
seiner Funktion unbekanntem OATP5A1 beim Transport von Prostaglandin E2 im 
malignen Melanom. Von einer koordinierten Aktivität ist auszugehen. Möglich ist eine 
PGE2-Synthese durch COX-2 in der Melanomzelle, ein Export via MRP4 und 
anschließend entweder eine Wirkung auf andere Tumorzellen oder das Stroma 
(parakrine Wirkung). Ein (Re-)Import via OATP3A1 oder OATP5A1 kann entweder 
mit einer Wirkung auf den eigenen Zellstoffwechsel (EP-Rezeptoren, autokrine 
Wirkung) verbunden sein oder dient der Terminierung des Signals (siehe Abbildung 
5-1). Exemplarisch sei die Koexpression von COX-2, MRP4 (4-fach) und OATP3A1 
(10-fach) in Mel-Juso genannt.  
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5.3. Antigentransport  
 
Die transporters associated with antigen processing 1 und 2 (TAP1 und TAP2) spielen 
bei der Tumorabwehr eine bedeutende Rolle, indem sie an der Präsentation 
tumorassoziierter endogener Antigene über die major histocompatibility complex class I 
(MHC-I)-Moleküle beteiligt sind.  
 
 
Abbildung 5-2 Bedeutung von TAP1 und TAP2 bei der Antigenpräsentation über MHC-I in 
antigenpräsentierenden Zellen (vereinfachtes Schema nach Baron et al. (2003)) 
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Proteinebene ein Heterodimer bilden und in gleicher Menge vorliegen müssten. Eine 
verringerte TAP-Expression führt konsekutiv zu einer verminderten 
Antigenpräsentation tumoraler Antigene über MHC-I-Moleküle und somit „entzieht 
sich“ das maligne Melanom dem Immunsystem und insbesondere den zytotoxischen T-
Zellen.  
 
Neuere Studien zeigen eine mögliche Rolle der TAP1- und TAP2-Transporter im noch 
ungeklärten Mechanismus der antineoplastischen Wirkung von IFN-α. Schiffer et al. 
(2002) konnten in vitro eine IFN-α-induzierte Steigerung der TAP-Expression in 
antigenpräsentierenden Zellen (primär humane Makrophagen) zeigen. Dieses konnte 
durch Abuzahra et al. (2004) in einer klinischen Pilotstudie an Melanompatienten unter 
adjuvanter Interferon-Therapie an peripheren mononukleären Zellen bestätigt werden. 
Mögliche Wirkmechanismen sind die Erhöhung der zytotoxischen Aktivität von 
antigenpräsentierenden Zellen und eine verstärkte Tumorantigenpräsentation durch 
infiltrierende mononukleäre Zellen. Der Einfluss von IFN- α auf die Expression von 
TAP1 und TAP2 bzw. der genaue Wirkmechanismus von IFN-α wurde bisher nicht in 
malignen Melanomen untersucht.  Eine Steigerung der Expression von TAP und eine 
damit verbundene verstärkte Antigenpräsentation und damit verbundene 
Tumorzellzerstörung durch das Immunsystem wäre folgerichtig.   
 
Eine Regulation der TAP-Expression geschieht auch durch PGE2. Dieses bewirkte bei 
In-vitro-Studien über Veränderungen der dendritischen Zellfunktion eine verstärkte 
Immunsuppression  mit heruntergesetzter Antigenprozessierung und -präsentation und 
verminderter TAP1/TAP2-Expression [Sharma et al., 2003].  
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6. Zusammenfassung 
 
Mit Hilfe von Arraytechnologie und Real-time PCR konnte die differentielle 
Genexpression von membranständigen Transportproteinen in 18 Primär- und 
Metastasenmelanomzelllinien und primären Hautmelanozyten untersucht werden.  
In der Studie zeigt sich eine gesteigerte Genexpression von MRP- und OATP-Proteinen 
in den Melanomzelllinien im Vergleich mit den Melanozyten, insbesondere von MRP1, 
MRP2, MRP4, OATP3A1 und dem bisher in seiner Funktion unbekannten OATP5A1. 
Die genannten Transporter sind neben ihrer gemeinsamen Fähigkeit zum vektoriellen 
Transport (Phase 0/Aufnahme/OATPs und Phase III/Antitransport/MRPs) von 
Bedeutung im Transport von Zytostatika (u.a. Cisplatin), Leukotrien C4,  Leukotrien B4, 
Prostaglandin A‘s und Prostaglandin E2.  
Mögliche Aufgabe von MRP1 und MRP2 ist das Ausschleusen von Zytostatika. 
Klinisch bedeutsam ist die Cisplatinresistenz durch MRP2. Aber auch ein unselektiver 
Transport von Xenobiotikakonjugaten, insbesondere durch MRP1, ist denkbar. OATPs 
kommt bei der multidrug resistance eine untergeordnete Rolle zu. 
Die genaue Einordnung der Efflux- und Influxtransporter in die komplexen 
Wirkmechanismen der verschiedenen Prostaglandine steht noch aus, ebenso wie ihre 
tumorbiologische Funktion. Diese Studie gibt jedoch insgesamt erste Hinweise auf eine 
wichtige Rolle des Eikosanoidtransports beim malignen Melanom. Möglicherweise 
stellen MRP1/MRP2-Pumpen einen Schutz der malignen Zelle vor der 
proliferationshemmenden PGA-Wirkung dar. MRP4-Pumpen steuern nach der Synthese 
durch COX-2 den Efflux des proliferationsfördernden PGE2. Der Influx von 
Prostaglandin E2, v.a. durch OATP3A1 und OATP5A1, nimmt ggf. eine Mediatorrolle 
im Transport der Prostaglandine zu intrazellulären Zielstrukturen 
(Prostaglandinrezeptoren) oder ihrem Abbau durch Dehydrogenasen 
(Signalterminierung) ein. Ebenso wäre ein MRP4-mediierter Export von LTB4 möglich, 
dessen genaue Rolle noch unklar ist. MRP1 wird konstitutiv in melanozytären Zellen 
und in einigen Melanomen gesteigert exprimiert, wobei es nicht nur für sein großes 
Substratspektrum im Zytostatikatransport bekannt ist, sondern auch für seinen 
Leukotrien C4-Efflux. LTC4 fördert nachweislich die Entartung von Melanozyten.  
Außerdem konnte eine herunterregulierte TAP-Basisexpression gezeigt werden, einem 
funktionellen „Tumor Suppressor Gen“, das bei verringerter Expression zu einer 
verminderten MHC-I-mediierten Antigenpräsentation der Tumorzelle führt. Diese 
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entzieht sich somit der Kontrolle des Immunsystems und der Zerstörung durch 
zytotoxische T-Zellen.   
 111 
 
7. Ausblick  
 
Eine erste große Vorarbeit im Rahmen eines Transporterscreenings beim malignen 
Melanom ist gelungen. Dennoch sollte die Expression dieser identifizierten 
Transportproteine in einem zweiten Schritt in Biopsien von primären malignen 
Melanomen und Melanommetastasen und murinen Melanommodellen auf RNA- und 
Proteinebene bestätigt werden. Es handelt sich bei den erhobenen Daten um 
Genexpressionsanalysen. Eine eventuelle posttranskriptionelle Modifikation kann nicht 
ausgeschlossen werden, d.h. trotz einer starken Genexpression kann das Protein 
schwach exprimiert sein und vice versa. 
Eine Korrelation dieser Expressionsdaten mit dem klinischen Krankheitsverlauf sollte 
die mögliche Bedeutung dieser Proteine als Marker für Tumorprogression und 
Metastasierung bestimmen. Weiterhin sollten die funktionellen Transporteigenschaften 
und Substratspezifitäten dieser Proteine in Melanomzellen charakterisiert und ihre 
Interaktion beim Transport und der Homöostase von Entzündungsmediatoren (z.B. 
LTC4, LTB4, PGE2, PGA1-SG) aufgeklärt werden. Außerdem sollte gezeigt werden, ob 
die Expression dieser Influx- und Effluxproteine einen Einfluss auf die Proliferation und 
Migration von Melanomzellen besitzt. Da der Einfluss von Wachstumsfaktoren, 
Onkogenen und Zytokinen auf die Transkription dieser Transportproteine im Rahmen 
der Tumorgenese weitgehend unbekannt ist, sollten die Signalwege, die eine 
differentielle Expression dieser Proteine in Tumoren im Vergleich zu gesunden 
Geweben vermitteln, aufgeklärt werde. 
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8.2. Abkürzungsverzeichnis 
 
ABC ATP binding cassette 
AhR Arylhydrocarbon Rezeptor 
ATP Adenosin-Tri-Phosphat 
  
BiP Immunglobulin binding protein 
BRD Bundesrepublik Deutschland 
BSP Bromosulfophtalein
 
 
bzgl. bezüglich 
bzw. beziehungsweise 
  
°C Celsius 
CD Cluster of differentiation 
cDNA Komplementäre DNA 
cm Zentimeter 
COX Cyclooxygenase-Enzym 
cRNA Komplementäre RNA 
CT Threshold Cycle 
CYP Cytochrom P450-Enzym 
CysLT Cysteinyl-Leukotrien 
  
d.h. das heißt 
DHEA-S Dehydroepiandrosteron - Sulfat 
D_MEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium  
DMSO Demethyl Sulphoxide 
DNA Desoxribonukleinsäure 
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat 
D_PBS Dulbecco’s Phosphate-Buffered-Saline 
ds Double strand (Doppelstrang) 
DTT Dithiothreitol 
dUTP Desoxyuraciltriphosphat 
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E217ß Estradiol-17β-Glukuronid 
E1-3-S Estron-3-Sulfat 
EDTA Ethylendiamintetraacetat 
ER Endoplasmatisches Retikulum 
etc. et cetera 
  
FBS Fetal Bovine Serum 
  
g Beschleunigungseinheit; kursiv gedruckt, um sie von der Masseneinheit 
Gramm (g) anzusetzen. 
GADPH Glyceraldehyde-3-phosphate Dehydrogenase 
ggf. gegebenenfalls 
GS-/-SG Glutathion-S-Konjugat 
  
H2O Wasser 
HMG-S Human Melanoma Growth Supplement 
HPETE Hydroperoxyeikosatetraensäure 
  
IFN Interferon 
IL Interleukin 
i.v. intravenös 
IVT In-vitro-Transkription 
  
Lk Lymphknoten 
LOX Lipoxygenase-Enzym 
LT Leukotrien 
  
MDR Multidrug resistance 
µg Mikrogramm 
MHC Major histocompatibility complex 
min Minuten 
Mio. Millionen 
µl Mikroliter 
mm Millimeter 
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MM malignes Melanom 
ml Milliliter 
mRNA Messenger (Boten-)RNA  
MRP Mutidrug resistance-associated protein 
  
n Anzahl 
ng Nanogramm 
nl Nanoliter 
nm Nanometer 
NSAID Non-steroidal anti-inflammatory drug  
NTC No template control 
  
OATP Organic anion transporting polypeptide 
o.g. oben genannt/-e/-es/-en 
OSM Oncostatin M 
  
PCR Polymerase chain reaction 
PG Prostaglandin 
PLC Peptide-loading complex 
PPAR Peroxisome proliferator-activated receptors 
PXR Pregane X receptor 
  
Rn Reporteremissionsintensität 
RNA Ribonukleinsäure 
RNase Ribonuklease 
rRNA Ribosomale RNA 
rpm englisch: revolutions per minute, „Umdrehungen pro Minute“ 
RT  Reverse Transkription 
  
s Standardabweichnung 
s.c. subkutan 
-SG/GS- Glutathion-S-Konjugat 
siRNA Small interfering RNA 
SLC Solute carrier 
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snRNA Small nuclear RNA 
ss Single strand (Einzelstrang) 
STAT Signal transducer and activator of transcription 
SXR Steroid and xenobiotic receptor 
  
T3 Trijodthyronin 
rT3 reverses Trijodthyronin 
T4 Thyroxin 
TAP Transporter associated with antigen processing 
TNS Trypsin Neutralisation Solution 
tRNA Transfer RNA 
TX Thromboxan 
  
IU International Unit (Enzymeinheit) 
u.a. unter anderem 
UV Ultraviolet 
  
v.a.  vor allem 
vs. versus 
vgl. verglichen 
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8.3. Übersetzung 
 
« Die Melanosen können unter vier unterschiedlichen Gestalten vorkommen, nämlich 1) 
unter der von in Kysten eingeschlossenen, 2) nicht in Kysten eingeschlossenen Massen, 
3) unter der einer in das Gewebe eines Organs infiltrierenden und 4) unter der einer 
Oberfläche eines Organs abgesetzten Materie. […] Die Melanosen sind eine der 
weniger gewöhnlichen Arten von Krebs, und man trifft sie äußerst selten, besonders in 
dem Lungengewebe, an. […] Sie sind offenbar krankhafte und zwar sehr gefährliche 
Produkte; denn sie bieten alle örtlichen und allgemeinen Folgen der übrigen Krebse 
dar, wenn sie sich in einer gewissen Anzahl in unseren Organen entwickelt haben. » 
 
Übersetzung aus : 
R.T.H. Laënnec’s Abhandlungen von den Krankheiten der Lungen und des Herzens und 
der unmittelbaren Auskultation als eines Mittels zu ihrer Erkenntnis; aus dem 
Französischen übersetzt von Friedr. Ludw. Meissner, Erster Teil; Fünfter Abschnitt: 
Von den Melanosen der Lunge; Verlag der Lehnhold’schen Buchhandlung, Leipzig 
1839  
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